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 Cílem této diplomové práce je izolace a identifikace kvasinek získaných z bobulí 
vinné révy a sbírkových kvasinek metodou PCR  RFLP. Sbírkové kvasinky byly 
získány ze Sbírky kultur kvasinek, která je součástí Chemického ústavu SůV 
v BratislavČ. Kvasinky z bobulí vinné révy pocházely z odrĤdy Hibernal z VinaĜství 
Štepán Maňák. Identifikace kvasinek probíhala na základČ analýzy DNA oblasti 
5,8S  ITS pomocí metody PCR za pouţití primerĤ ITS1 a ITS4. NáslednČ byla 
provedena restrikční analýza za pouţití restrikčních endonukleáz HaeIII, HinfI, HhaI 
a TaqI. Restrikční analýzou dochází k naštípání DNů na specifické úseky, které jsou 
charakteristické pro kaţdou izolovanou kvasinku. 
 Pro posouzení genetické podobnosti analyzovaných kvasinek byl vyuţit program 






 The aim of this thesis is the isolation and identification of yeasts obtained from 
the wine berries and the characterization of the collection yeast by using processes 
of PCR  RFLP. The type yeasts were obtained from the collection of yeasts of CCY 
in Bratislava, yeasts from the wine berries were collected from the species of Hibernal 
wine from the wineries of ŠtČpán Maňák. Identification of individual yeast is then based 
on analysis of the DNA segment in the area of 5,8S  ITS using primers ITS1 and ITS4. 
The restriction analysis was performed using restriction endonucleases HaeIII, HinfI, 
HhaI a TaqI. Restriction analysis is used to chopp the DNA to specific sections that are 
characteristic for each microorganism. 
 For the assesment of the genetic similarity analyzed yeasts the BioNumerics software 
















Yeasts, identification, characterization, PCR, PCR  RFLP. 
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 Víno je jiţ od dávných dob povaţováno za zdravý a lahodný nápoj, který je 
prospČšný pro dobrý psychický i fyzický stav človČka. Pravidelná konzumace vína 
v malém mnoţství dle odborníkĤ sniţuje pravdČpodobnost výskytu srdečního 
infarktu. Česká republika se rozdČluje na dva velké vinaĜské regiony – vinaĜská oblast 
Morava a vinaĜská oblast Čechy. Moravská oblast zahrnuje Pavlovickou, Mikulovskou, 
Znojemskou a Slováckou podoblast. Česká oblast zahrnuje MČlnickou a LitomČĜickou 
podoblast. 
 PĜi výrobČ vína jsou vedle vinné révy velmi dĤleţité kvasinky, které zpĤsobují 
kvašení cukrĤ a jejich následnou pĜemČnu na ethanol.  
 K identifikaci kvasinek se pouţívají rĤzné biochemické a mikrobiologické testy, 
pomocí kterých mĤţeme určit vlastnosti jednotlivých mikroorganismĤ. V posledních 
letech se stává stále populárnČjší molekulární genetika a její vyuţití pĜi charakterizaci 
mikroorganismĤ. Tyto metody jsou zaloţeny na vzájemné podobnosti DNů, RNů, 
pĜípadnČ proteinĤ. Jedná se o metody amplifikace DNů pomocí PCR, sekvenování 
DNA a další. 
  Pro identifikaci a charakterizaci kvasinek byla v této práci pouţita metoda stanovení 
polymorfismu délky restrikčních fragmentĤ u produktĤ PCR Ětzv. PCR  RFLP). 
K polymerázové ĜetČzové reakci byly pouţity primery ITS1 a ITS4, které amplifikují 
rDNA v oblasti 5,8S  ITS. Výstupem této techniky jsou úseky DNů, které jsou 
následnČ rozštČpeny restrikčními endonukleázami. V pĜípadČ této diplomové práce byly 
pouţity restrikční enzymy HaeIII, HinfI, HhaI a TaqI. Získané fragmenty, jejichţ 
vizualizace byla provedena elektroforeticky, byly zpracovány programem BioNumerics, 






2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Vinná réva 
První vinice vznikly na Blízkém východČ v ůsii. Odtud se postupem času dostaly 
pĜes Egypt aţ do StĜedomoĜí. Zde se pČstování vinné révy potvrdilo nalezením četných 
hlinČných nádob se zbytky vína a semen révy. Mezi nejcennČjší vinaĜské oblasti 
v České republice z pohledu archeologických nálezĤ patĜí Mikulčice, Opava, Ostrava, 
Chrudim a HavlíčkĤv Brod. [1] 
2.1.1 PČstování vinné révy 
PČstování vinné révy je závislé na celé ĜadČ faktorĤ, pĜedevším na geologických 
pomČrech a klimatických podmínkách. Vinná réva je vysazována pĜeváţnČ ve svazích, 
kde tolik netrpí houbovými chorobami ani pozdními jarními mrazy. Nevýhodou 
svahových ploch je jejich obtíţnČjší obdČlávání.  
Vinná réva není pĜíliš náročná na pĤdu, nevyhovují jí pouze mokré, slané a tČţké 
studené jíly. Kamenité pĤdy dodávají vínĤm na jakosti. Chemické sloţení pĤdy 
ovlivňuje nejen samotný rĤst vinné révy, ale i jakost vína. Nejlepší vína pocházejí z pĤd 
bohatých na draslík a fosfor. Vápenité pĤdy mívají niţší sklizeň, ale zato jsou velice 
pĜíznivé na kvalitu červených vín. Velice dĤleţitý je dostatek vody pro zavlaţování 
rostliny. [1, 2] 
2.1.2 Výroba bílého vína 
 Hrozny se drtí a vzniklý rmut se čerpá do scezovacích nádob, kde se zbavuje tĜapin. 
TĜapiny by mohly negativnČ ovlivnit chuť a kvalitu vína. Po scezení moštu 
se rmut lisuje a získaný mošt se pĜečerpává do kvasných nádob. Rmut ze zdravých 
hroznĤ se nechává 1  2 hodiny macerovat, aby se ze slupek uvolnilo co nejvíce 
aromatických látek. NedostatečnČ sladké mošty se doslazují Ĝepným cukrem. Následuje 
kvašení, které probíhá buď samovolnČ pomocí kvasinek jiţ obsaţených v moštu, 
nebo se mošt zakvašuje čistou kulturou kvasinek. Ty zajišťují rychlejší a čistČjší 
kvašení, a také dokonalejší prokvašení cukru obsaţeného v moštu.  
 Optimální podmínky pro kvašení vinného moštu je teplota 13  1Ř °C, dostatečná 
aerace kyslíkem, potĜebná koncentrace cukru a kyselejší prostĜedí o pH 3,5  4. [2] 
 Z celosvČtové produkce hroznĤ se na výrobu bílého vína pouţívá asi Ř5 %. PĜevaţují 
bílé odrĤdy, z kterých se vyrábČjí výbČrová, odrĤdová a značková vína. [3]  
2.1.3 Výroba červeného vína 
 Scezený rmut se slupkami se kvasí v otevĜených nebo uzavĜených nádobách, 
aby se uvolnilo barvivo ze slupek bobulí. Kvašení probíhá i se slupkami po dobu 
optimálnČ tĜí týdnĤ. BČhem kvašení se na povrchu moštu vytvoĜí tzv. matolinový 
klobouk, který je nadnášen vznikajícím CO2.  Matolinový klobouk musí být v kontaktu 
s moštem, aby došlo k vyluhování barviva a tĜíslovin. Pouţívají se dva zpĤsoby kvašení: 
 OtevĜené kvašení rmutu s ručním ponoĜováním klobouku 
 UzavĜené kvašení rmutu 
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 Vlivem zvyšujícího se obsahu alkoholu v kvasícím rmutu dochází ke kĜehnutí 
plastidĤ v bobulích, a tím uvolnČní barviva do moštu. 
 PĜi výrobČ červených vín se vyuţívá i tzv. kvašení pĜes čtyĜi. Na počátku se do rmutu 
pĜidá takové mnoţství červeného vína, aby se celkový obsah alkoholu zvýšil 
nad 4 obj. %. Zvýšením obsahu alkoholu se zvýší rychlost uvolňování barviva ze slupek 
a potlačí rozvoj neţádoucích mikroorganismĤ.  
 UvolnČní barviva se slupek modrých hroznĤ lze urychlit teplotou nad 60 °C po dobu 
asi dvou hodin. [3, 4] 
 
 
Obr. 1: Schéma výroby vína (1) 
 
2.1.4 Biochemické procesy  
 Základem pro výrobu kvalitních vín je  chemické sloţení samotných bobulí hroznĤ. 
V tČchto bobulích jsou pĜítomny látky pro tvorbu chuťových a aromatických látek vína 
podle genetických pĜedpokladĤ jednotlivých odrĤd. [1] 
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2.1.4.1 Zrání hroznĤ 
 Základními procesy pĜi zrání hroznĤ jsou postupná syntéza glycidĤ, tĜíslovin a tvorba 
barevných chuťových a aromatických látek. Všechny pochody probíhají za účasti 
molekulárního kyslíku a jsou aktivovány enzymy specifickými pro jednotlivé 
biochemické reakce. Zároveň s uvedenou syntézou probíhá i odbourávání vytvoĜených 
látek na jednodušší sloţky. Oxidací cukrĤ vznikají kyseliny vinná, jablečná a další. 
 PĜi zrání se zvyšuje obsah aromatických látek v dĤsledku postupujícího zrání 
se zvyšujícím se obsahem cukrĤ a zároveň sniţujícím se obsahem kyseliny vinné. 
ůromatické látky jsou totiţ v nezralých hroznech vázány na kyselinu vinnou. [1] 
2.1.4.2 Úprava vinného moštu 
Nejvíce pouţívanými úpravami jsou odkalování, síĜení a pĜimČĜené provzdušnČní. 
Odkalení se vyuţívá u moštu z nahnilých a zablácených hroznĤ, kde dochází 
k odstranČní sedimentovaných nečistot. SíĜením zabraňujeme pĤsobení škodlivých 
mikroorganismĤ. [5] 
2.1.4.3 Kvašení  
Fermentace je biochemický proces, pĜi kterém jsou cukry hroznĤ, konkrétnČ glukóza 
a fruktóza (viz Obr. 3, 4), pĜemČňovány na alkohol za pĜítomnosti kvasinek. Jedna 
molekula cukru se rozkládá na dvČ molekuly alkoholu a dvČ molekuly oxidu uhličitého, 
zároveň se uvolňuje tepelná energie. Na kvašení lze pouţít vybrané kultury kvasinek 
nebo pĜirozenou mikroflóru, kterou pouţívají hlavnČ zastánci biodynamického 
vinaĜství. PĜi pĜirozené fermentaci dochází k výraznému zvyšování teploty moštu, 
a proto se také často pouţívá tzv. „Ĝízená fermentace“. PĜi tomto zpĤsobu fermentace 
se chladí pláštČ nerezových tankĤ tak, aby jejich teplota nezapĜíčinila vysoké 
odpaĜování aromatických látek. NČkterá vína se vyrábí za pĜístupu vzduchu 
tzv. „oxidativní metodou". Ve všech pĜípadech je dĤleţité, aby bylo ve sklepČ vţdy 











Obr. 2: Glukóza (2)              Obr. 3: Fruktóza (2) 
 
 
Teplota vyšší neţ 35 °C činnost kvasinek zpomaluje nebo úplnČ zastavuje, navíc ničí 
aromatické látky. Činnost kvasinek pĜirozenČ končí metabolizací všech cukrĤ. 
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PĜi vyšších teplotách nad 25 °C navíc unikají aromatické látky, a proto je doporučováno 
teplotu Ĝídit  tzv. Ĝízené kvašení, 1Ř  21 °C. Kvasinky také zastavují svou činnost 
dosaţením úrovnČ asi 16 % obj., kdy tento objem alkoholu je jiţ pro kvasinky toxický. 
Výše uvedené poznatky se mohou jednoduše vyuţívat pro tzv. umČlé zastavení činnosti 
kvasinek: 
1) zvýšením tepla 
2ě zvýšením objemu alkoholu 
Hlavním produktem alkoholového kvašení je tedy alkohol a CO2, ostatní produkty 
kvasinek označujeme jako vedlejší, které mají pro konečný produkt značný význam. 
Jedná se o aromatické látky, kyseliny a tĜísloviny. 
VinaĜi vyuţívají činnosti tzv. apikulátních i kulturních kvasinek. ůpikulátní kvasinky 
zpĤsobují spontánní kvašení. Kvasinky jsou do moštu dodány samovolnČ spolu 
se zdravými hrozny, na nichţ jsou pĜilnuté. Činnost tČchto apikulátních kvasinek 
zpĤsobuje zvláštní charakter vína. Nejsou vhodné k prokvášení moštu z nahnilých 
hroznĤ, protoţe spolu s nimi je v moštu obsaţeno vysoké mnoţství neţádoucích 
kvasinek, které by mohly vést k následnému zpĤsobení vad vína. 
Kulturními kvasinkami se rozumí vyselektované čisté kultury kvasinek 
(Saccharomyces cervsiae, Saccharomyces oviformis, Saccharomyces bayanus), 
které zajišťují rychlé a hluboké prokvášení, vína se pak lépe čistí. Jsou vhodnČjší 
k prokvášení moštĤ z nahnilých hroznĤ. [5] 
2.1.4.4 Zrání vín 
 Biochemické procesy probíhající v mladých vínech jsou ovlivňovány postupným 
čištČním vína pĜi vypadáváním nestabilních koloidních látek, autolýzou odumĜelých 
kvasinek tvoĜících hlavní část kalĤ vína a pomalým pĤsobením kyslíku ve vínČ. VČtšina 
procesĤ je Ĝízena rĤznými zpĤsoby školením vína, z nich nejdĤleţitČjšími procesy 
jsou síĜení, čiĜení a odkyselení vína. [1] 
2.1.5 OdrĤda Hibernal 
Hibernal (Obr. 4) je pozdní moštová bílá  interspecifická odrĤda. Vyšlechtil ji 
dr. Helmut Becker na Ústavu pro šlechtČní révy vinné v Geisenheimu v oblasti 
Rheingau v NČmecku jako semenáč druhé filiální generace kĜíţení Ryzlinku rýnského 
a Seibelu. [2] 
List této odrĤdy je stĜednČ velký aţ velký, tvar čepele srdcovitý, bez vyznačených 
lalokĤ s velmi mČlkými horními bočními výkroji. Vrchní strana čepele listu je stĜednČ 
puchýĜovitá. Hrozen je stĜednČ velký, hustý, se stĜednČ dlouhou stopkou. Bobule 
je malá aţ stĜednČ velká, kulatá. Barva bobule je červenošedá, duţnina je bez zbarvení. 
Sklizňová zralost začíná v poslední dekádČ Ĝíjna.  
OdrĤda je odolná proti napadení houbovými chorobami Ěplísní révovou a padlím 
révovýmě, proti napadení plísní šedou je stĜednČ odolná aţ odolná. 
Proti poškození zimními i jarními mrazy je odrĤda odolná, odolnČjší neţ její rodič, 
Ryzlink rýnský. OdrĤda vyniká vysokou mrazuvzdorností a zraje 1  2 týdny 
pĜed Ryzlinkem rýnským. Její výnos je stejný jako u Ryzlinku rýnského, má prĤmČrnou 
13 
 
cukernatost o nČco vyšší ĚtémČĜ 22° ČNMě a kyseliny o 3 promile niţší neţ Ryzlink 
rýnský. [6] 
 OdrĤda je vhodná do všech typĤ pĤd. V tČţkých pĤdách, v nČkterých letech, 
se pĜi pĜezrání mohou vyskytnout ve vínČ nepĜíjemné bezinkové tóny. Snáší vyšší obsah 
vápníku v pĤdČ.  
 
 
Obr. 4: Hibernal (3) 
 
Víno z této odrĤdy je výborné kvality, plné a koĜenité a má jemnČ aromatickou vĤni, 
pĜibliţuje se charakteru a typu jako je Ryzlink rýnský, a nebo Sauvignon. Pro svoji 
odolnost vĤči houbovým chorobám je odrĤda vhodná pro integrované vinohradnictví, 
pĜípadnČ pro výrobu biovína. [2] 
2.2 Kvasinky 
Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní mikroorganismy, které se Ĝadí mezi houby 
(Fungi). Pojmenovány jsou podle jejich schopnosti zkvašovat monosacharidy 
a nČkteré disacharidy, pĜíp. trisacharidy na ethanol a oxid uhličitý.  
Tvar a velikost bunČk je ovlivnČna jejich zpĤsobem vegetativního rozmnoţování 
a do jisté míry i kultivačními podmínkami a stáĜím bunČk. [7] 
Kvasinky jsou pouţívány lidmi jiţ od starovČku, kdy se vyuţívaly na výrobu 
kvašených nápojĤ. První kvasinky byly pomocí mikroskopu identifikovány na začátku 
1ř. století. [8] 
Hlavním významem kvasinek v dnešní dobČ je jejich pouţití v potravináĜství, 
konkrétnČ kvasném a krmiváĜském prĤmyslu. Disponují bohatým obsahem 
stravitelných bílkovin, cukrĤ a komplexu vitaminĤ B. Kvasinky se dále vyuţívají 
napĜ. ve zdravotnictví  pĜi léčbČ nervových onemocnČní, pĜi zánČtech kĤţe 
a poruchách gastrointestinálního traktu. [9] 
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2.2.1 Chemické sloţení kvasinek 
BunČčná hmota kvasinek je tvoĜena z 65 aţ Ř3 % vodou, obsah vody závisí na druhu 
kvasinek, stáĜí bunČk a kultivačních podmínkách. Hlavní podíl sušiny tvoĜí bílkoviny 
(asi 50 %) a glykogen. Z 10  ti % je sušina tvoĜena nukleovými kyselinami, z 5  ti % 
strukturními polysacharidy a popela.  
Z nutričního hlediska mají význam pĜítomné vitaminy skupiny B (B1, B2, B6), 
provitamin D (ergosterol) a provitamin A (-karoten). V nejvČtší míĜe se vitaminy 
skupiny B vyskytují v pivovarských kvasnicích, které se odčerpávají z mladiny 
pĜi výrobČ piva. [7, 10] 
2.2.2 Rody kvasinek dĤleţité z potravináĜského hlediska 
 Podle zpĤsobu sexuálního rozmnoţování se kvasinky rozdČlují do tĜí hlavních skupin: 
 
a) Rody tvořící askospory 
Technologicky nejdĤleţitČjším rodem je Saccharomyces, jeho druhy jsou schopny 
zkvašovat vČtšinou nČkolik cukrĤ. Nevyuţívají laktosu jako zdroj uhlíku a ani  
jako zdroj dusíku. NejdĤleţitČjší druh je Saccharomyces cerevisiae, který se uplatňuje 
jako pekaĜská, lihovarská, vinaĜská a spodní či vrchní pivovarská kvasinka. Tento druh 
je schopen zkvašovat glukózu, sacharózu, maltózu, galaktózu a částečnČ také rafinózu. 
 Mezi další rody, které patĜí do této skupiny, se Ĝadí Klyveromyces, které jsou schopny 
zkvašovat laktózu a jsou součástí tzv. kefírových zrn, tj. konglomerátu kvasinek 
a bakterií, pouţívaného pĜi výrobČ kefíru. 
Rod Pichia má nízké kvasné schopnosti, protoţe pouze nČkteré druhy zkvašují 
glukózu, jiné ţádný cukr. Vyskytují se jako kontaminace piva nebo vína v chybnČ 
uzavĜených lahvích a tvoĜí zde kĜís ĚkĜehká vzlínavá blanka na povrchu kapalinyě.  
Rod Yarrowia byl úspČšnČ pouţit na produkci biomasy z n-alkanĤ ropy 
pro biotechnologické čištČní ropy a pro krmiváĜské účely. [7] 
 
b) Rody, u nichž není známa tvorba pohlavních spor 
Tyto rody se nazývají nepravými kvasinkami, nejrozsáhlejším rodem je Candida. 
PatĜí mezi nČ nekvasící druhy i druhy se silnými kvasnými schopnostmi. NČkteré druhy 
se pouţívají pĜi výrobČ krmného droţdí, vyrábČného z melasy i rĤzných odpadních 
materiálĤ.  
NČkteré druhy ale mohou být patogenní a zpĤsobovat onemocnČní kĤţe a nehtĤ. 
Toto onemocnČní se objevuje hlavnČ u lidí pracující v kontaktu s pĤdou nebo ovocem 
a cukernými nálevy. [7] 
 
c) Rody tvořící bazidiospory neboli sporidie a heterokaryotní mycelium s přezkami  
Do této skupiny jsou zaĜazovány kvasinky tvoĜící bazidiospory a kvasinky, které tvoĜí 
tmavé teliospory, z nichţ pučí promycelium nesoucí sporidie. Všechny tyto kvasinky 
se nacházejí ve vzduchu a pĜedstavují zhruba 50 % kvasinkové populace 
ve sladkovodních povrchových vodách a moĜích. [7] 
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2.2.3 Rod Saccharomyces 
Rod Saccharomyces se Ĝadí mezi nejvíce prozkoumaný a známý rod kvasinek. 
Doslovný pĜeklad názvu rodu zní „cukerná houba“, pĤvodnČ z Ĝeckých slov sakcharon 
Ěcukrě a mykés Ěhoubaě. [10, 12]  
Kvasinkové buňky mají tvar kulatý, oválný nebo protáhlý. Kvasinky rodu 
Saccharomyces se rozmnoţují multilaterálním pučením a vegetativní stádium 
je aţ na výjimky diploidní. ěadí se mezi kulturní, ale i škodlivé kvasinky. PĜi kultivaci 
na sterilním sladinovém agaru tvoĜí na povrchu prstence a kĜísovité ostrĤvky. [13]  
2.2.3.1 Saccharomyces cerevisiae 
 ěadí se ke kvasinkám hojnČ rozšíĜeným v pĜírodČ, jsou velmi podrobnČ prozkoumány 
a často se pouţívají jako modelový organismus ke genetickým a fyziologickým 
výzkumĤm. Rozmnoţují se pouze pučením, oddČlená dceĜiná buňka bývá vČtšinou 
menší jak buňka mateĜská. Buňky mají oválný tvar, jsou nepatogenní a mají významné 
fermentační schopnosti. Proto se pouţívají v pivovarnictví, vinaĜství, pekaĜství 
a lihovarnictví. 
 Ideální mikrobiologickou pĤdou pro rĤst tČchto kvasinek je sladinový agar, 
kde vyrĤstají kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae ve formČ krémové bílých 
vyvýšených kolonií (Obr. 5). 
 Zkvašují glukózu, galaktózu, maltózu a sacharózu. Kvasinky jsou dále pouţívány 




















2.2.4 Rod Pichia 
 Rod Pichia se vyznačují protáhlými vegetativními buňkami s tvorbou pseudomycelia. 
Fermentují buď pouze glukózu, nebo ţádný cukr nejsou schopny fermentovat. 
Tyto kvasinky mohou být kontaminací ve vínČ či pivČ, kde vytváĜejí tzv. kĜís. KĜís 
je vzlínavá blanka na povrchu tekutiny. 
 Pichia fermentans má elipsoidní aţ protáhlé buňky, vzhledovČ jsou to bílé matné 
buňky s cípovitým okrajem. Vyskytují se pĜirozenČ na vinicích. [17] 
2.2.5 Rod Candida 
 Rod se Ĝadí mezi aerobní kvasinkové dimorfní houby o velikosti cca 2 – 20 m. TvoĜí 
Ĝetízky pseudohyfy i pravé hyfy. Jednotlivé buňky se označují jako blastospory  
velikosti 4 – 6 μm, mohou tvoĜit i rezistentní chlamydospory. Existují rĤzné druhy 
kandid, které lze rozlišit biochemickými testy a které mají rĤznou patogenitu. Rod 
Candida má nČkolik patogenních druhĤ, které zpĤsobují onemocnČní stĜevního traktu 
u človČka. Mezi nejčastČjší patĜí Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei, 
Candida dublinensis, Candida glabrata a další. 
 Rod Candida se u zdravého človČka vyskytuje v dutinČ ústní a ve stolici, infekce 
je tedy nejčastČji endogenní. Candida albicans (Obr. 6) zpĤsobuje onemocnČní zvané 
kandidóza. Kandidóza je plísňová infekce vyvolaná výše zmínČnou kvasinkou, 
která se v tČle rozmnoţila z dĤvodĤ nesprávného stravování, cukrovky, léčby 






















2.2.6 Rod Cryptococcus 
Rod hub patĜící do kvasinkovitého typu. Má kulovitý tvar, charakteristické 
je hlenovité pouzdro, které má význam i pro patogenezi onemocnČní. NetvoĜí 
pseudomycelia. Z hlediska lidské patologie má význam Cryptococcus neoformans. 
Vyskytuje se u zvíĜat, zejm. u ptákĤ a holubĤ, pĜenáší se inhalační cestou. MĤţe být 
pĤvodcem onemocnČní u zdravých osob, zejm. však postihuje osoby s oslabenou 
imunitou ĚpĜ.: osoby postiţené ůIDSě. Postiţeny mohou být plíce, velmi závaţná 
je kryptokoková meningitida. [24] 
2.2.7 Rod Kluyveromyces 
Kmeny patĜící k rodu Kluyveromyces byly izolovány z nejrĤznČjších míst, 
coţ se vyznačuje vysokou metabolickou rozmanitostí a značným stupnČm 
vnitrodruhového polymorfismu. V dĤsledku tČchto vlastností mají nČkolik rĤzných 
biotechnologických vyuţití, napĜ.: produkce enzymĤ z aromatických sloučenin 
a ethanolu Ěβ-galaktosidáza, β-glukosidáza, aj.), výroba kefíru, výroba sýrĤ s plísní 
uvnitĜ, schopnost sníţit obsah laktózy v potravináĜských výrobcích.  
Kluyveromyces marxianus (Obr. 7) je povaţován za budoucnost biotechnologických 
procesĤ z dĤvodĤ nČkterých svých vlastností, jako je napĜíklad termotolerance 
substrátu, vysoká míra rĤstu a menší tendence fermentovat, pokud jsou vystaveny 








2.3 Polymerázová ĜetČzová reakce 
Myšlenka na polymerázovou ĜetČzovou reakci vznikla v hlavČ Karryho Mullise 
na jaĜe roku 1řŘ3, kdyţ pracoval v biotechnologické firmČ Cetus Corporation 
v Kalifornii. Spolu s kolegou Fredem Faloonem pracovali na této metodČ, pozdČji 
se k výzkumu pĜidávali i další vČdci z firmy, kteĜí vidČli v této metodČ velký potenciál 
do budoucna. První popis PCR vyšel ve vČdeckém časopise Science v roce 1985 
v článku o detekci mutace zpĤsobující srpkovitou anémií v celé genomové DNů. Karry 
Mullis byl za tento objev v roce 1řř3 ocenČn Nobelovou cenou. [13] 
2.3.1 Princip 
 PCR je in vitro metoda pro enzymatickou syntézu definované sekvence DNů. 
Tato syntéza probíhá ve tĜech po sobČ se opakujících krocích: 
 
 Denaturace dvouřetězcové DNA 
ZahĜátí roztoku DNů na takovou teplotu, pĜi níţ oba komplementární ĜetČzce 
dvoušroubovice úplnČ disociují od sebe. Reakce je zaloţena na schopnosti 
dvouvláknové DNů denaturovat pĜi vysoké teplotČ a opČtovnČ renaturovat po jejím 
sníţení za zachování pravidla komplementarity bází. Obvyklá teplota této reakce 
se pohybuje okolo ř5 °C (Obr. 8). 
 
 Hybridizace primerů - annealing 
Dochází ke sníţení teploty a pĜipojení amplifikačních primerĤ k templátové DNů tak, 
ţe kaţdý z obou primerĤ se díky své specifické sekvenci pĜipojí k určitému 
specifickému místu na templátu. Teplota hybridizace závisí na pouţitých primerech 
a jejich vlastnostech, obvykle se pohybuje v rozmezí Ě50  65 °Cě. 
 
 Prodlužování primerů – elongace 
 DNA-polymeráza katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby a prodluţuje novČ 
syntetizovaný ĜetČzec ve smČru 5´ → 3´. Tato fáze probíhá obvykle pĜi teplotČ 
72 °C. [12] 
 
Reakce se uskutečňuje v tzv. termocykleru (Obr. 9), ve kterém se teplota mČní 
automaticky v naprogramovaných časových intervalech. Opakováním tohoto procesu 






















































2.3.2 Reakční smČs 
 Reakční smČs Ěobvykle v mnoţství 25 – 100 μlě se skládá z tČchto sloţek: 
 
 DNA templát – jde o makromolekulu DNA, která slouţí jako matrice 
pro syntézu nových ĜetČzcĤ DNů. Obsahuje cílová místa pro primery. Kvalita 
templátové DNů výraznČ ovlivňuje účinnost amplifikace. 
 Oligonukleotidové primery – bývají synteticky pĜipravené 
a jsou komplementární k templátové DNů určené k amplifikaci. Primery 
by nemČly umoţnit vznik neţádoucí sekundární struktury, mČly by mít vyváţený 
pomČr G/C, ů/T párĤ a vzájemnČ by nemČly být komplementární. Volbou 
správných primerĤ určíme specifitu PCR reakce Ěrodová, druhová, apod.ě.  
 DNA-polymeráza – syntetizuje novou DNů ve smČru 5´ → 3´ podle sekvence 
nukleotidĤ v komplementárním ĜetČzci templátu DNů od 5´ konce primeru. 
Ke katalýze se pouţívají termostabilní polymerázy izolované z mikroorganismu 
Thermus aquaticus. 
 3´-deoxynukleosid-5´-trifosfáty (dNTP) – jsou stavebními kameny pro syntézu 
nové DNů. Vysoké koncentrace dNTP pĤsobí inhibičnČ, protoţe vyvazují 
hoĜečnaté ionty. 
 Mg2+ ionty – jsou nezbytné pro aktivitu DNů-polymerázy. Koncentrace 
hoĜečnatých iontĤ musí být optimalizována pro kaţdou kombinaci primerĤ 
 a DNů templátu. 
 PCR pufr – tvoĜí optimální prostĜedí pro DNů-polymerázu, proto je dodáván 
výrobcem polymerázy Ězabezpečení správného prĤbČhu reakceě. Standardní pufr 
obsahuje 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl a 1,5 mM MgCl2. 
 PCR voda – slouţí k doplnČní smČsi pro PCR na poţadovaný objem. [15] 
2.3.3. Elektroforetická detekce PCR produktĤ 
Elektroforéza je metoda, která vyuţívá schopnosti nabitých částic v elektrickém poli. 
Rychlost pohybu částic je závislá na velikosti náboje a na velikosti molekuly, rĤznČ 
velké a rĤznČ nabité molekuly se tedy budou pohybovat v elektrickém poli odlišnou 
rychlostí. ůnionty se pohybují k anodČ a kationty ke katodČ, s tím, ţe rychlost prĤchodu 
je závislá i na vnitĜním odporu prostĜedí. Elektroforéza se hojnČ vyuţívá k separaci 
látek pro analytické účely. MĤţe se pouţívat napĜíklad pĜi analýze a dČlení smČsí 
bílkovin, charakterizaci mikroorganismĤ a pĜi diagnostice postiţení monogenních 
chorob. 
Kontrola PCR produktĤ probíhá pomocí jejich elektroforetické separace 
na agarózovém gelu, kde jsou jednotlivé fragmenty vizualizovány pomocí ethidium 
bromidu. DNA se separuje elektroforeticky na základČ pomČru jejich molekulární 
hmotnosti a náboje.  
ůgarózový gel vytváĜí vhodnou molekulární síť pro fragmenty DNů. Fragmenty 




2.3.4 Vyuţití PCR 
Polymerázová ĜetČzová reakce patĜí v současné dobČ k nejvyuţívanČjším technikám 
pĜi práci s DNů. Je vyuţívána témČĜ ve všech odvČtvích vČdy, od základního výzkumu 
týkajícího se izolace genĤ, pĜes aplikovaný genetický výzkum, klinické disciplíny, 
aţ k archeologii a k dalšímu vyuţití. 
 Metoda PCR je hojnČ vyuţívána pro vČdecké účely, díky tomu je optimalizována 
a vznikají nové modifikace této metody. 
2.3.4.1 Kvantitativní PCR 
PĜi této metodČ jsou amplifikována známá mnoţství kompetitivního DNů  templátu 
spolu se stejným mnoţstvím cílové DNů. Pouţití speciální cyklerĤ umoţňuje 
porovnávat mnoţství cílové DNů a kompetitivní DNů bČhem probíhající amplifikace. 
V okamţiku, kdy jsou intenzity PCR-produktĤ odvozených z cílové DNů 
a kompetitivní DNů ekvivalentní, lze stanovit mnoţství cílové sekvence v pĤvodním 
vzorku. [18] 
2.3.4.2 Multiplexní PCR 
Do reakční smČsi se pĜidá nČkolik párĤ primerĤ rozpoznávajících více rozdílných 
cílových sekvencí, coţ nám umoţňuje analýzu nČkolika úsekĤ DNů současnČ v jedné 
reakční smČsi. Reakční podmínky pro současnou amplifikaci všech produktĤ je nutno 
postupnČ pĜizpĤsobovat a optimalizovat. NejvČtší výhodou této varianty jsou niţší 
cenové náklady neţ pĜi samostatných amplifikacích. Tato metoda se vyuţívá 
pro vyhledávání zmČn na dlouhých úsecích DNů a pro amplifikaci vnitĜních kontrol 
PCR. [16] 
2.3.4.3 Hot-start PCR 
DNů polymeráza je aktivní i pĜi teplotách niţších, neţ je její teplotní optimum. 
Proto po namíchání reakční smČsi mohou primery pĜi nízké teplotČ hybridizovat 
s nespecifickými místy DNů  templátu. Polymeráza od nich mĤţe syntetizovat 
nespecifické produkty aţ do chvíle, kdy se zahájí PCR a dojde k denaturaci. [18] 
2.3.4.4 Touchdown PCR 
Tato metoda se pouţívá, vzniká-li pĜi PCR velké mnoţství nespecifických produktĤ. 
Jejich tvorbu omezit právČ pouţitím touchdown PCR. V prvních cyklech se pouţije 
vyšší hybridizační teplota, neţ by odpovídalo zvoleným primerĤm. Primery budou 
tím pádem hĤĜe nasedat na DNů  templát, tj. výtČţek reakce bude niţší. Budou však 
nasedat velmi pĜesnČ a vytvoĜí se pouze specifický produkt. V dalších cyklech se teplota 
hybridizace postupnČ sniţuje, ale nadbytek specifického produktu zajistí specifičnost 
reakce. [16] 
2.3.4.5 Real  time PCR 
 Rozdílem mezi klasickou a Real  time PCR je speciální pĜístroj, který umoţňuje 
prĤbČţnČ monitorovat pĜírĤstky DNů bČhem kaţdého cyklu. Základní podmínkou 
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je pĜítomnost fluorescenčního substrátu, který se váţe na syntetizovanou DNů a úroveň 
detekované fluorescence pak odráţí mnoţství nasyntetizované nukleové 
kyseliny. [19, 22] 
2.3.4.6 ůsymetrická PCR 
Pro sekvenování je nutné získat jednovláknovou DNů. Toho se dá dosáhnout pomocí 
asymetrické PCR, pĜi níţ se do reakce vkládají rĤzná mnoţství primerĤ (obvykle 
v pomČru 50:1 aţ 100:1ě. V prĤbČhu PCR nejprve vzniká obvyklým zpĤsobem 
dvouvláknová DNů, které pĜibývá exponenciálnČ. Po pĜibliţnČ 20  ti cyklech 
však dojde k vyčerpání limitujícího primeru. V následujících cyklech se bude tvoĜit jen 
jedno vlákno Ězačínající „nadbytkovým“ primeremě. Tento jednovláknový produkt bude 
pĜibývat lineárnČ. [15] 
2.3.5 Výhody a nevýhody pouţití PCR 
Mezi výhody patĜí: 
 relativnČ krátké trvání celého procesu, 
 potĜeba pouze malého mnoţství DNů, 
 vysoká citlivost, 
 DNů mĤţe být velmi stará a degradovaná, tzn. lze vyuţit i starých parafínových 
bločkĤ, zmraţených tkání, velmi starých vzorkĤ Ěze 7000 let staré mumieě 
 
Mezi nevýhody PCR patĜí: 
 vysoká citlivost - je Ĝazena spíše do jejích pĜedností, stává se, ţe právČ vysoká 
citlivost PCR zpĤsobí, ţe kontaminace jedinou “jinou” molekulou nese 
za následek falešnou pozitivitu, 
 potĜeba poznání sekvencí bází amplifikovaného úseku molekuly DNů 
nebo minimálnČ primerĤ. [18, 20] 
2.3.6 Restrikční analýza 
Odlišení rĤzných DNů se provádí pomocí polymorfismu délky štČpných úsekĤ 
(RFLP). Tento polymorfismus vzniká na základČ pĜítomnosti nebo nepĜítomnosti 
rozpoznávacích a štČpných míst. Restrikční analýza DNů je metodou charakterizace 
DNů pomocí jejího štČpení restrikčními endonukleázami na fragmenty. Pro restrikční 
analýzu se často pouţívá DNů, naamplifikovaná pomocí PCR, díky velkému mnoţství 
stejného úseku DNů. Restrikční místa na DNů, ve kterých restrikční endonukleázy 
štČpí, jsou obvykle krátká a obsahují 4 – Ř nukleotidových párĤ, takţe je pomČrnČ velká 
pravdČpodobnost výskytu tČchto míst v rĤzných molekulách DNů. [28] 
Identifikace a analýza produktĤ štČpení se provádí elektroforetickým dČlením. 
Je známo velké mnoţství bakteriálních restrikčních endonukleáz Ěasi 1500ě. 
Tyto endonukleázy se liší od sebe tím, ţe štČpí DNů na rĤznČ dlouhé fragmenty podle 
individuálního poĜadí bází a podle rozpoznané sekvence. Za daných podmínek vzniká 
reprodukovatelný počet restrikčních fragmentĤ o určité reprodukovatelné délce 






Obr. 10: Princip RFLP (9) 
 
 
 Počet i délka fragmentĤ je pro daný mikroorganismus specifická. NČkteré restrikční 
endonukleázy jsou citlivé na methylaci DNů. V nČkterých pĜípadech methylace adeninu 
a methylace cytosinu inhibují štČpení, v jiných je methylace pro štČpení nezbytná.
 ObecnČ restrikční endonukleázy, které rozpoznávají kratší sekvenci, štČpí DNů 
častČji na menší úseky. Restrikční endonukleázy rozpoznávající delší sekvenci štČpí 
ménČ často a na delší fragmenty. PĜi neúplném Ěparciálnímě štČpení DNů vlivem 
nevhodných reakčních podmínek vznikají delší úseky. HvČzdičkové štČpení 
(tzv. „star“ aktivita enzymuě je zpĤsobeno nespecifickým štČpením mimo rozpoznávací 
místa. Vzniká tak mnoho krátkých úsekĤ. Tento analyticky nepĜíznivý stav mĤţe být 
zpĤsoben napĜíklad nadbytkem glycerolu v reakci. Proto nelze zvyšovat koncentraci 
restrikčního enzymu v reakci zvyšováním pouţitého objemu, ale pouţitím stejného 
objemu enzymu ze zásoby o vyšší koncentraci. 
Znalost restrikčních endonukleáz citlivých na methylaci má široké uplatnČní 
napĜíklad v X-inaktivačních studiích pro diagnostiku aktivního a neaktivního 
chromozomu X u Ĝady onemocnČní ĚnapĜ. WiskottĤv - ůldrichĤv syndrom, 
mukopolysacharidosa typu IIě. Klinický význam má studium náhodné a nenáhodné 
inaktivace v rĤzných bunČčných populacích. 
KromČ RFLP se pro DNů diagnostiku a pro studium pĜíbuzenských vztahĤ 
ĚnapĜíklad prĤkaz otcovstvíě hojnČ vyuţívá polymorfismu repetitivních úsekĤ 
DNA  VNTR Ěvariabilní počet tandemových opakováníě. Tak napĜíklad 
pro chromozom X se pouţívá sondy M27 beta ĚEcoRI, MspI, PstI), pro chromozom 
15 sondy CMS620 (HinfI), CMW-1 (TaqI), pro chromozom 7 sondy MS31 (HinfI).  
Zatímco pĜi RFLP jsou jednotlivé alely charakterizovány velikostí získaných 
fragmentĤ v závislosti na pĜítomnosti variabilního restrikčního místa, pĜi VNTR 
jsou jednotlivé alely charakterizovány buď velikostí fragmentu v závislosti na počtu 





2.3.7 Gelová elektroforéza 
 Gelová elektroforéza patĜí mezi separační metody zaloţené na pohybu nabitých 
částic v elektrickém poli. Pokud jsou částice nesoucí náboj rozpuštČny v elektrolytu 
a umístČny v elektrickém poli, pohybují se konstantní rychlostí, která je úmČrná 
velikosti jejich nábojĤ. ůnionty se pohybují k anodČ a kationty ke katodČ.  
V separaci DNA je principem pohyb zápornČ nabitých molekul DNů v elektrickém 
poli smČrem k anodČ. Pomocí gelové elektroforézy mĤţeme separovat molekuly DNů 
na základČ rozdílných rychlostí pohybu molekul DNů v gelu, které jsou nepĜímo 
úmČrné velikosti molekuly DNA (Obr. 11). 
Elektroforéza se provádí na vhodném nosiči, nejčastČji v gelu tvoĜeném agarózou 
nebo polyakrylamidem. Gel je tvoĜen sloţitou sítí polymerních molekul s póry, 
jimiţ se molekuly DNů pohybují rĤznou rychlostí v závislosti na velikosti. 
ůgarózový gel se pĜipravuje v rĤzné hustotČ v závislosti na velikosti separovaných 
částic. ůgaróza se rozpouští v pufru, který je také obsaţen v elektroforetické vanČ 
jako elektrolyt. 
Pro odhad velikosti pozorovaných DNů fragmentĤ se do jedné jamky gelu nanáší 
tzv. velikostní standard o definované velikosti jednotlivých fragmentĤ. 
Pro vizualizaci DNů se pouţívá značení barvivem, které se váţe na DNů, 
napĜ. ethidium bromid nebo SYBR Green a v UV záĜení v pĜístroji zvaném 





Obr.: 11: Schéma elektroforézy (10) 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Pouţité mikroorganismy, chemikálie, pĜístroje a pomĤcky 
3.1.1 Mikroorganismy 
 Pouţité kmeny kvasinek pocházejí ze sbírky mikroorganismĤ CCY – Culture 
Collection of Yeasts; Chemický ústav, Bratislava, SR: 
 Kluyveromyces lactis, Candida sake, Candida tenuis, Candida pararugosa Type, 
Candida intermedia, Candida boidinii, Candida oleophila, Candida solani, Pichia 
jadinii, Pichia fermentans, Pichia membranifaciens, Dekkera bruxelensis, Barnettozyma 
californica, Williopsis californica, Issatchenkia occidentalis, Debaryomyces hansenii, 
Kluyveromyces marxianus, Cryptoccocus laurentii, Cryptoccocus flavus, Cryptococcus 
carnescens, Cryptococcus satoi/friedmanii, Cryptococcus tephrensis, Cryptococcus 
flavescens, Bulleromyces albus, Yarrowia lipolytica, Meyerozyma guilliermondii. 
 
 Další testované kvasinky byly vyizolované z bobulí bílého vína odrĤdy Hibernal 
pocházející z VinaĜství ŠtČpán Maňák ze Ţádovic, sbČr vzorkĤ probČhl dne 24. 9. 2014.   
3.1.2 Chemikálie 
 ůgar, kvasniční extrakt ĚHiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indieě 
 ůgaróza pro elektroforézu DNů EliPhore ĚElizabeth Pharmacon s.r.o., ČRě 
 Délkový standard 20 bp a 100 bp ĚElizabeth Pharmacon s.r.o., ČRě 
 dNTP mix ĚInvitek, NČmeckoě 
 Ethidium bromid ĚServa Bitech, NČmeckoě 
 Komerční sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth 
Pharmacon spol.s.r.o., ČRě 
 Quant-iTTM ds DNA HS Assay Kit 0,2 – 100 ng 
 Taq DNů polymerasa ĚInvitek, NČmeckoě 
 10× Taq pufr pro PCR mix ĚInvitek, NČmeckoě 
 Primery ITS1, ITS4 ĚInvitek, NČmeckoě 
 Nanášecí pufr Loading buffer ĚFermentas, Litvaě 
 Restrikční endonukleasy – HinfI, HaeIII (BioLabs, TaKaRa) 
 Ethanol, EDTA, Tris, H3BO3, NaOH, CH3COONa, HCl, Na2CO3 
 Parafínový olej 
 Sladina (pivovar Brno) 




3.1.3 PĜístroje a pomĤcky      
 ůnalytické váhy Ěů&D, Instruments LTD, Japonskoě 
 Bakteriologické kličky 
 Buničitá vata 
 BunsenĤv kahan 
 Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, NČmecko) 
 Elektroforetická vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.o., 
ČR) 
 Exsikátor 
 Laboratorní sklo 
 Lednice a mrazák k uchování vzorkĤ DNA 
 Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., ČR) 
 Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, NČmecko) 
 Mikrovlnná trouba ETů 11ř5 ĚČR) 
 Mikrozkumavky Eppendorf 
 Minicentrifuga National LABNET C – 1200 (Biotech s.r.o., ČR) 
 NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, NČmecko) 
 Parafilm (American Nacional CanTM, USA) 
 PCR box ůURů MINI ĚBioair instruments, Itálieě 
 Plastové Petriho misky 
 PĜedváţky EK  600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
 Sušárna ĚBinder, NČmecko) 
 Sterilní box pro mikrobiologickou práci 
 Termocyklér PTC  100TM, (MJ Research, Inc, USA) 
 Termostat IP 100 – U (LTE SCIENTIFIC, Velká Británieě 
 Transluminátor ĚUltra Lum. Inc, USůě 
 Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., ČR) 
 Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., ČR) 
 
3.2 Kultivační média a pouţité roztoky 
3.2.1 PĜíprava kultivačního média 
Jako kultivační médium byl pouţit sladinový extrakt, kde sladina byla získávána 
z pivovaru extrakcí ječmenného sladu ve vodČ. Pro laboratorní pouţití je tato sladina 
upravována dle následujícího postupu: 
Do odmČrného válce o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny, která byla zĜedČna 
destilovanou vodou na cukernatost 7 °ČSN. Uhličitanem sodným bylo následnČ 
upraveno pH roztoku na 6,8. Takto pĜipravený roztok byl rozlit do Erlenmayerových 
banČk a byla k nČmu pĜidána agaróza v koncentraci 1 – 3 % hm. Vzniklá smČs byla 
varem promíchána a nechána sterilizovat v autoklávu po dobu 20  ti minut. PĜipravené 




3.2.2 PĜíprava kultivačního média s antibiotikem a kyselinou propionovou 
 K výše popsanému kultivačnímu médiu bylo pĜidáno antibiotikum streptomycin 
sulfát v mnoţství Ř0 μg∙ml-1. Bylo naváţeno 0,12 g streptomycinu sulfátu a rozpuštČno 
v 10 ml destilované vody. Takto pĜipravený roztok antibiotika byl pĜidán 150 ml 
sterilního kultivačního média v Erlenmayerové baňce. Dále byla ke kultivačnímu médiu 
pĜidána kyselina propionová v mnoţství 0,375 g. Toto médium bylo nalito na Petriho 
misky.  
3.2.3 PĜíprava 10× TBE pufru 
 NejdĜíve byl pĜipraven 0,5 M roztok EDTů o pH Ř. Tento roztok byl pĜipraven 
naváţením ř,36 g EDTů, pĜevedením do 50 ml odmČrné baňky a pH bylo upraveno 
pomocí 0,5% roztoku NaOH. Z takto pĜipraveného roztoku bylo odebráno 40 ml 
do 1000 ml odmČrné baňky. K tomuto roztoku bylo pĜidáno 10Ř g Tris a 55 g H3BO3. 
Celá smČs byla rozpuštČna v destilované vodČ a odmČrná baňka byla doplnČna 
destilovanou vodou po rysku. Tento roztok byl pouţíván jako zásobní.  
3.2.4 PĜíprava 1× TBE pufru 
 Ze zásobního roztoku 10× TBE pufru bylo odmČĜeno 100 ml do odmČrné baňky 
1000 ml a doplnČno po rysku destilovanou vodou. Tento roztok byl pouţit pro pĜípravu 
gelĤ na elektroforézu. 
3.2.5 PĜíprava 1× TBE pufru s ethidium bromidem 
K pĜipravenému 1× TBE pufru v 1000 ml odmČrné baňce bylo pĜidáno 100 μl 
ethidium bromidu. Takový roztok byl pouţit jako vodivostní pufr pĜi elektroforetické 
detekci fragmentĤ DNů.  
3.2.6 PĜíprava ethidium bromidu 
Do mikrozkumavky Eppendorf bylo naváţeno 10 mg EtBr a toto mnoţství bylo 
rozpuštČno v 1 ml destilované vody. Takto pĜipravený roztok EtBr byl pouţit 
pro vizualizaci fragmentĤ DNů na gelu. 
3.2.7 PĜíprava 2% agarózového gelu 
 Pro elektroforetickou detekci DNů fragmentĤ po PCR byl pouţit 2% agarózový gel. 
Ten byl pĜipraven v ErlenmayerovČ baňce o objemu 150 ml, do které byly naváţeny 2 g 
agarózy na 100 ml 1× TBE pufru. SmČs se opakovaným varem v mikrovlnné troubČ 
dokonale rozpustila. Po zchladnutí se ke smČsi pĜidal roztok ethidium bromidu 
v pomČru 1:10000 vzhledem k celkovému mnoţství gelu.  
3.2.8 PĜíprava 4% agarózového gelu 
 Pro elektroforetickou detekci DNů fragmentĤ po restrikční analýze byl pouţit 4% 
agarózový gel, aby byl dobĜe rozdČlen standard 20 bp. Gel byl pĜipraven 
v ErlenmayerovČ baňce o objemu 150 ml, do které byly naváţeny 4 g agarózy 
na 100 ml 1× TBE pufru. SmČs se opakovaným varem v mikrovlnné troubČ dokonale 
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rozpustila. Po zchladnutí se ke smČsi pĜidal roztok ethidium bromidu v pomČru 1:10000 
vzhledem k celkovému mnoţství gelu.  
3.2.ř PĜíprava délkových standardĤ 100 bp a 20 bp 
 Délkový standard byl dodán ve formČ pĜipravené rovnou k pipetování na gel. Na gel 
byly nanášeny 3 μl standardu. Délkový standard byl pĜipraven dle návodĤ od dodavatele 
a pĜedchozích zkušeností. Byl pĜipraven následujícím postupem: bylo smícháno 2,5 μl 
20 bp DNA s 2,5 μl sterilní destilované vody a 1 μl nanášecího pufru dodávaného 
společnČ s délkovým standardem. Takto pĜipravený délkový standard byl nanášen 








3.2.10 PĜíprava 3 M octanového pufru 
 Bylo naváţeno 2,46 g CH3COONa a rozpuštČno v 7 ml destilované vody. Pomocí 
koncentrované HCl bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 5,5. Upravený roztok byl 
dále kvantitativnČ pĜeveden do 10 ml odmČrné baňky a doplnČn destilovanou vodou 
po rysku. PĜipravený roztok byl uchován pĜi 4 °C. 
3.2.11 PĜíprava Ř0% etanolu 
 Bylo napipetováno 1,6 ml ř6% etanolu a k tomuto mnoţství bylo pĜidáno 0,32 ml 
destilované vody, smČs byla krátce zvortexována. Roztok byl uchován pĜi  20 °C. 
3.2.12 PĜíprava PCR smČsi 
  PCR smČs byla pĜipravena smícháním všech potĜebných PCR komponentĤ. 
Jednotlivé objemy jsou uvedeny v tabulce 2.  
 
Tabulka 2: PCR komponenty pro pĜípravu PCR smČsi 
 
PCR komponenty objem [μl] 
sterilní voda 128,7 
pufr 15 
dNTP mix 3 
primer ITS1 0,6 
primer ITS4 0,6 
  
Ke vzniklému MasterMixu v mnoţství 147,ř μl bylo pĜidáno 1,5 μl templátové DNů 
a 0,6 μl termostabilní Taq polymerázy. V pĜípadČ negativní kontroly byla místo 
templátové DNů pipetována sterilní voda ve stejném mnoţství. 
3.2.13 Kochova zĜeďovací metoda 
 Ve sterilním boxu byly nachystány tĜi zkumavky se sterilní vodou, v prvních dvou 
bylo napipetováno 10 ml, ve tĜetí ř ml. Z Petriho misky se smČsnou kulturou byla 
odebrána dvČ očka a pĜenesena do první zkumavky s 10 ml sterilní vody. Obsah 
zkumavky byl promíchán na vertexu, a poté bylo z této zkumavky odebráno 
mikropipetou 50 μl a pĜeneseno do další zkumavky s 10 ml sterilní vody. Obsah 
zkumavky byl opČt dĤkladnČ promíchán. Z této smČsi byl mikropipetou odpipetován 
1 ml do tĜetí zkumavky s ř ml vody. Po promíchání bylo ze zkumavky odebráno 
mikropipetou 50 μl suspenze, pĜeneseno na Petriho misku se sladinou, rozetĜeno 
hokejkou a vloţeno do termostatu. V termostatu byly misky inkubovány tĜi dny 
pĜi 26 °C. Tento postup byl opakován šestkrát aţ sedmkrát, dokud nebyly získány čisté 
kultury kvasinek. Získané čisté kultury byly uchovávány v ledničce na šikmém agaru 
pod parafínovým olejem. 
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3.3 Pracovní postupy 
3.3.1 Izolace čistých kultur kvasinek 
 Vzorky bobulí byly odebrány 24. ř. 2014 z vinice patĜící VinaĜství ŠtČpán Maňák 
v Ţádovicích na jiţní MoravČ. Vinice byla bČhem vegetačního období chemicky 
ošetĜována, a to následujícími chemickými postĜiky: Ridomil gold combi 
pepite 2 kg/ha + Prosper 0,6 l/ha, Melodi combi 1,8 kg/ha + Prosper 0,6 l/ha, 
Kuproxat 3 l/ha + Talent 0,1Řl/ ha. Tyto postĜiky je moţné pouţívat na vinici 
v integrované produkci a intenzita ošetĜení závisí na aktuálních klimatických 
podmínkách. OšetĜení bylo v tomto pĜípadČ ukončeno mČsíc pĜed odbČrem našich 
vzorkĤ. 
 Následující den po odbČru byly vzorky bobulí zpracovány následujícím zpĤsobem. 
Do Erlenmayerových banČk se sterilní sladinou o objemu 100 ml byly pĜidány 
jednotlivé bobule, asi 15-20 bobulí do kaţdé baňky. Takto pĜipravené smČsi byly 
kultivovány pĜi laboratorní teplotČ po dobu deseti dní. 
Po kultivaci bylo pipetováno 200 μl smČsi na sladinové ţivné médium s antibiotikem 
a kyselinou propionovou, po celé ploše média byla smČs rozetĜena sterilní hokejkou. 
Petriho misky se smČsnými kulturami byly kultivovány v termostatu pĜi teplotČ 26 °C 
po dobu nČkolika dní kvĤli dobrému namnoţení kvasinkových kultur. 
Z namnoţených smíšených kultur kvasinek byly izolovány čisté kultury 
nČkolikanásobnou Kochovou zĜeďovací metodou a kĜíţovými roztČry (viz 3.2.13). 
PĜi prvních tĜech ĜedČních probíhala izolace na pĤdách obohacených o antibiotikum 
a kyselinu propionovou. PĜídavek tam byl z dĤvodu vyloučení neţádoucích bakterií 
a plísní. Celý proces ĜedČní a kĜíţového roztČru probČhl šestkrát aţ sedmkrát. Získané 
čisté kultury byly kontrolovány mikroskopicky pro vyloučení bakterií.    
3.3.2 Izolace DNA 
Izolace kvasinkové DNů byla provedena pomocí komerčního setu Ultra CleanTM 
Microbial DNA Isolation Kit podle pĜiloţeného návodu k pouţití. 
Do rozbíjecí mikrozkumavky ĚMicroBead tubeě byl pipetován rozbíjecí pufr 
(MicroBead Solution) v objemu 300 μl, ve kterém byly poté rozsuspendovány dvČ očka 
kvasinkové kultury. K této smČsi bylo pipetováno 50 μl roztoku MD1. Mikrozkumavky 
byly vloţeny v horizontální poloze do adaptéru vortexu a byly 10 minut vortexovány 
pĜi maximální rychlosti. Poté byla smČs v mikrozkumavkách centrifugována 1 minutu 
pĜi 10000 otáčkách a teplotČ 4 °C. Všechny další centrifugace probíhaly pĜi stejných 
podmínkách. PĜibliţnČ 350 μl supernatantu bylo pĜeneseno do čisté mikrozkumavky 
a bylo k nČmu pĜidáno 100 μl roztoku MD2. Tato smČs byla krátce promíchána 
na vortexu a inkubována 5 minut pĜi teplotČ 4°C v ledničce. Poté byla smČs 
centrifugována a získaný supernatant (pĜibliţnČ 450 μl) byl opČt pĜenesen do čisté 
mikrozkumavky a k nČmu bylo pĜidáno ř00 μl roztoku MD3 a smČs byla krátce 
zvortexována. 700 μl pĜipravené smČsi bylo pipetováno na kolonku a centrifugováno. 
PĜefiltrovaný roztok byl odstranČn a na stejnou kolonku byl pipetován zbytek smČsi 
(asi 300 μl) a opČt centrifugováno. PĜefiltrovaný roztok byl opČt odstranČn 
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a na tutéţ kolonku bylo pĜidáno 300 μl roztoku MD4 a kolonka byla centrifugována. 
PĜefiltrovaný roztok byl odstranČn a kolonka ještČ jednou centrifugována. 
Kolonka byla poté opatrnČ pĜenesena do čisté mikrozkumavky a do stĜedu bílé 
membrány kolonky bylo pipetováno 50 μl roztoku MD5 a centrifugováno. Kolonka 
byla odstranČna a roztok DNů v mikrozkumavce byl pro další pouţití uchován 
pĜi teplotČ – 20°C. 
3.3.3 PCR 
Ke vzniklému MasterMixu v mnoţství 147,ř μl Ěviz 3.2.12ě bylo pĜidáno 1,5 μl 
templátové DNů a 0,6 μl termostabilní Taq polymerázy. V pĜípadČ negativní kontroly 
byla místo templátové DNů pipetována sterilní voda ve stejném mnoţství. SmČs byla 
krátce zvortexována a vloţena do termocykleru. V nČm byla namnoţena pomocí 
polymerázové ĜetČzové reakce. Program byl zvolen dle teplotního a časového profilu 
PCR reakce a pouţitých primerĤ ĚTabulka 3ě. 
 
Tabulka 3: Teplotní a časový profil PCR 
 
Jednotlivé kroky Teplota [°C] Čas [min] 





pĜipojení primerĤ 48 0,5 
polymerace 72 1 
elongace 72 10 
  
 K amplifikaci v oblasti 5,8S-ITS rDNů byly pouţity primery ITS1 a ITS4. Sekvence 
jednotlivých primerĤ jsou shrnuty v tabulce 4. 
 
Tabulka 4: Primery a jejich sekvence 
 
Primer Sekvence 
ITS1 5´TCC GTů GGT Gůů CCT GCG G 3´ 
ITS4 5´TCC TCC GCT TůT TGů TůT GC 3´ 
 
3.3.4 Elektroforetická detekce PCR produktu 
 PCR produkt byl detekován pomocí horizontální elektroforézy na 2% agarózovém 
gelu s pĜídavkem ethidium bromidu. Dle mnoţství gelu bylo pĜidáno odmČĜené 
mnoţství ethidium bromidu odpovídající 1/10 objemu v μl. Podle počtu vzorkĤ byla 
zvolena velikost elektroforetické vany. Na malou vanu Ě14 jamekě bylo pouţito 40 ml 
gelu, na stĜední vanu Ě20 jamekě 60 ml gelu a na velkou vanu Ě50 jamekě 150 ml gelu. 
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 Vzorky byly pĜed nanesením na gel smíchány s nanášecím pufrem, a to v pomČru 1 μl 
pufru a 5 μl vzorku. Tato smČs v mnoţství 5 μl byla pipetována do jamky. Vţdy 
na obou koncích gelu byl nanášen délkový standard 100 bp v mnoţství 3 μl. 
 Po ukončení elektroforézy byl gel pĜenesen do transluminátoru a pod UV svČtlem 
vyfocen pomocí programu Scion Image. 
3.3.4.1 Podmínky elektroforézy 
 Podle velikosti pouţité vany byly nastaveny podmínky elektroforézy.  
 Velká vana 
DČlení fragmentĤ probíhalo pĜi konstantním napČtí 65 V po dobu 2,5 hodin. 
 StĜední vana 
DČlení fragmentĤ probíhalo pĜi konstantním napČtí 55 V po dobu 2 hodin. 
 Malá vana 
DČlení fragmentĤ probíhalo pĜi konstantním napČtí 45 V po dobu 2 hodin. 
3.3.5 PĜečištČní PCR produktu 
Pro restrikční analýzu bylo potĜeba nejdĜíve PCR produkt pĜečistit. PĜečištČní 
probíhalo následujícím zpĤsobem: 20 μl amplifikované DNů bylo smícháno s 2 μl 
octanového pufru. SmČs byla krátce zvortexována a ke smČsi bylo pĜidáno 60 μl 
96% ethanolu, který byl vychlazen na teplotu – 20°C. Tato smČs se poté centrifugovala 
30 minut pĜi 4°C a 14000 otáčkách. Supernatant byl dekantován a pĜebytečný roztok byl 
slit. K supernatantu bylo do mikrozkumavky pipetováno 60 μl 80% roztoku ethanolu 
a obsah byl opČt centrifugován pĜi stejných podmínkách. Supernatant byl opČt 
dekantován a zbytek ethanolu v mikrozkumavkách byl vysušen v exsikátoru po dobu 
40 minut.  
3.3.6 Restrikční analýza 
K pĜečištČnému PCR produktu DNů bylo pipetováno 13,4 μl sterilní vody, 1,5 μl 
pufru a 0,1 μl enzymu. Tato mnoţství byla zvolena na základČ doporučení výrobce 
a pĜedchozích zkušeností. Vzorky byly následnČ inkubovány pĜi 37 °C po dobu 
16 hodin, poté byla teplota zvýšena po dobu 20 minut kvĤli inaktivaci enzymu. 
ZávČrečné teploty se lišily podle zvoleného enzymu Ěviz Tabulka 5ě. Tyto produkty 





















3´…CCGG…5´ 37 80 





3´…CGCG…5´ 37 65 
TaqI Thermus aquaticus 
5´…TCGů…3´ 
3´…ůGCT…5´ 37 80 
 
3.3.7 Elektroforéza restrikčních fragmentĤ  
Restrikční fragmenty byly detekovány pomocí horizontální elektroforézy 
na 4% agarózovém gelu. Dle mnoţství gelu bylo pĜidáno odmČĜené mnoţství ethidium 
bromidu odpovídající 1/10 objemu v μl. Podle počtu vzorkĤ byla zvolena velikost 
elektroforetické vany. Na malou vanu Ě14 jamekě bylo pouţito 40 ml gelu, na stĜední 
vanu (20 jamek) 60 ml gelu a na velkou vanu (50 jamek) 150 ml gelu. 
 Vzorky byly pĜed nanesením na gel smíchány s nanášecím pufrem, a to v pomČru 1 μl 
pufru a 5 μl vzorku. Tato smČs v mnoţství 5 μl byla pipetována do jamky. Vţdy 
na obou koncích gelu byl nanášen délkový standard 100 bp v mnoţství 3 μl a délkový 
standard 20 bp v mnoţství 6 μl.  
Jako pozitivní kontroly byly na gel naneseny PCR produkty o délce shodující 
se s délkou amplikonu, který byl pouţitý pro restrikční analýzu. 
DČlení fragmentĤ probíhalo ve velké elektroforetické vanČ pĜi konstantním napČtí 
60 V podobu 5 hodin. Ve stĜední vanČ probíhala detekce pĜi konstantním napČtí 
50 V 3 hodiny a v malé vanČ pĜi konstantním napČtí 45 V po dobu 3 hodin. 
Po ukončení elektroforézy byl gel pĜenesen do transluminátoru a pod UV svČtlem 
vyfocen pomocí programu Scion Image. Snímek byl uloţen pro pozdČjší zpracování. 
3.3.Ř Zpracování výsledkĤ v programu BioNumerics 
V programu BioNumerics byly na základČ UPGMA (unweighted pair-group average) 
shlukové analýzy vytvoĜeny dendrogramy genetické podobnosti identifikovaných 
kvasinek. Klastrová analýza neboli analýza shlukĤ patĜí mezi metody, které se zabývají 
rozdČlením vČtšího mnoţství promČnných do tĜíd čili shlukĤ podle jejich podobnosti. 
V biologii se vyuţívá k taxonomickému zaĜazení organismĤ, v medicínČ analýza shlukĤ 
identifikuje nemoci a jejich stádia. Soubor dat je rozdČlen na shluky vţdy pouze 
s ohledem na určité znaky. V programu BioNumerics se jedná o velikosti označených 
fragmentĤ na elektroforetických gelech. 
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V pĜípadech, kdy porovnávané objekty mají hodnocené znaky nemetrického 
charakteru, vyuţívá klastrová analýza koeficienty podobnosti. PĜi hodnocení genetické 
podobnosti identifikovaných kvasinek byl vyuţit JaccardĤv koeficient: 
,
dcba
aS j   
kde a, b, c, d pĜedstavují počty shodných znakĤ. 
V programu BioNumerics se hodnotí genetická podobnost na základČ metody 
UPGMA klastrové analýzy, coţ je nejjednodušší metoda, jak získat fylogenetické 
stromy – dendogramy. Metoda UPGMA neboli metoda prĤmČrné vzdálenosti bere 
za vzdálenost mezi dvČma shluky prĤmČr vzdálenosti mezi všemi páry objektĤ tČchto 
shlukĤ. Výsledkem je, ţe taxony, které jsou si nejvíc podobné, budou mít mezi sebou 
nejkratší vzdálenost. Tímto vzniká grafické zpracování hierarchicky uspoĜádaných 







4 VÝSLEDKY ů DISKUZE 
4.1 DNů analýza sbírkových kvasinek 
Jako sbírkové kvasinky byly pouţity kvasinky ze sbírky CCY ĚChemický ústav, 
Bratislava, SR). Seznam tČchto sbírkových kvasinek je uvedený v pĜíloze 1. V práci 
jsou dále uvádČna pouze jejich pracovní označení. Ze 43 sbírkových kvasinek byla 
vyizolována DNů, která byla následnČ naamplifikována pomocí PCR a podrobena 
restrikční analýze. S výsledným obrazem velikosti restrikčních fragmentĤ sbírkových 
kvasinek byly následnČ porovnávány stejným zpĤsobem pĜipravené vzorky kvasinek 
vyizolované z bobulí vinné révy. Získaný obraz enzymového štČpení amplifikované 
DNA sbírkových kvasinek slouţil dále jako kritérium pro taxonomické zaĜazení 
kvasinek izolovaných z bobulí vinné révy. Pro posouzení genetické podobnosti slouţí 
vytvoĜené dendogramy, které byly sestaveny na základČ výsledkĤ RFLP pro všechny 
pouţité enzymy. ůnalýzou tČchto 43 kvasinek byla rozšíĜena databáze pro identifikace 
izolátĤ kvasinek z prostĜedí. 
4.1.1 Kultivace sbírkových kvasinek 
Kvasinky byly naočkovány na pĜedem pĜipravený sladinový agar na Petriho misky, 
které byly inkubovány v termostatu pĜi teplotČ 26 °C po dobu tĜí dnĤ. Po kultivaci byla 
z bunČk vyizolována DNů. 
4.1.2 Izolace kvasinkové DNA 
Izolace kvasinkové DNů byla provedena pomocí komerčního setu Ultra CleanTM 
Microbial DNA Isolation Kit. Tento postup byl zvolen za účelem snadné a rychlejší 
izolace vČtšího mnoţství vzorkĤ a z hlediska vyšší čistoty DNů. Koncentrace 
vyizolované DNů se pohybovala v rozmezí 10 – 100 ng·μl–1. Vyizolovaná DNů byla 
uchovávána pĜi teplotČ – 20 °C a následnČ pouţita k amplifikaci a restrikční analýze. 
4.1.3 ůmplifikace DNů pomocí PCR 
Izolovaná DNů ze sbírkových kvasinek byla amplifikována pomocí PCR s pouţitím 
primerĤ ITS1 a ITS4. PCR produkty byly následnČ elektroforeticky detekovány 
na 2% agarózovém gelu. Velikost PCR produktu byla zjištČna odečtením 
z elektroforeogramu pomocí délkového standardu 100 bp. 
 Vyhodnocením byly získány fragmenty o rĤzných délkách v rozmezí 520 – 780 bp. 
Délky jednotlivých fragmentĤ jsou shrnuty v tabulce 6. Obrázek 13 zobrazuje 



















1  740  23 740 
2  740 24 740 
3  680 25 740 
4  680 26 740 
5  580 27 550 
6  580 28 540 
7  580 29 540 
8  580 30 630 
9  470 31 540 
10  470 32 540 
11  700 33 540 
12  600 34 540 
13  600 35 700 
14  600 36 680 
15  600 37 720 
16  500 38 380 
17  450 39 380 
18  520 40 700 
19  650 41 450 
20  650 42 450 
22  740 43 450 




Obr. 13: Ukázka elektroforeogramu PCR produktů získaný amplifikací 5,8S  ITS 
oblastí sbírkových kvasinek. S100 – délkový standard 100 bp, čísla 1  17 jsou pracovní 
označení jednotlivých sbírkových kvasinek, N – negativní kontrola. 
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4.1.4 Restrikční analýza 
Naamplifikované úseky DNů byly pĜečištČny ethanolem kvĤli odstranČní 
pĜebytečných sloţek PCR smČsi a pro pĜesnČjší taxonomické zaĜazení podrobeny 
restrikční analýze. Pro tuto analýzu byly pouţity 4 restrikční endonukleázy: HaeIII, 
HinfI, HhaI, TaqI. Postup restrikční analýzy je popsán v kapitole 3.3.6.   
U kaţdé restrikční endonukleázy jsou v tabulce shrnuty délky restrikčních fragmentĤ 
jednotlivých sbírkových kvasinek. 
4.1.4.1 Restrikční endonukleáza HaeIII 
 Jako první restrikční endonukleáza byl pouţit enzym HaeIII, který má rozpoznávací 
místo pro sekvenci 5´…GGCC…3´ DNů. Obrázek 14 zobrazuje ukázku štČpení 
enzymu HaeIII pro vybrané druhy sbírkových kvasinek. ZjištČné velikosti fragmentĤ 
tímto enzymem jsou pĜehlednČ sepsané v tabulce 7. 
 U vzorkĤ sbírkových kvasinek rodu Dekkera a vČtšiny rodu Cryptococcus nebyla 
nalezena ţádná štČpná místa, pĤvodní PCR fragmenty nebyly tedy vĤbec rozštČpeny. 
U ostatních vzorkĤ byl amplikon rozštČpen v jednom aţ dvou štČpných místech. 
Výjimku tvoĜí vzorek č. 4 ĚCandida tenuisě, který byl endonukleázou HaeIII rozštČpen 




Obrázek 14: Ukázka elektroforeogramu restrikčních fragmentů získaných štěpením 
PCR produktu restrikční endonukleázou HaeIII. S100 – délkový standard 100 bp, 
S20  délkový standard 20 bp, P2 – pozitivní kontrola (PCR produkt vzorku 2), čísla 




Tabulka 7: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 















1  740 530+50 
 
23 740 450+180+80 
2  740 530+50 24 740 690+50 
3  680 500+140+40 25 740 690+50 
4  680 420+130+80+50 26 740 690+50 
5  580 400+140+40 27 550 neštČpí 
6  580 400+140+40 28 540 neštČpí 
7  580 400+140+40 29 540 neštČpí 
8  580 400+140+40 30 630 neštČpí 
9  470 420+50 31 540 450+90 
10  470 neštČpí 32 540 neštČpí 
11  700 neštČpí 33 540 neštČpí 
12  600 560+40 34 540 neštČpí 
13  600 560+40 35 700 neštČpí 
14  600 560+40 36 680 neštČpí 
15  600 neštČpí 37 720 neštČpí 
16  500 340 38 380 neštČpí 
17  450 340+80+30 39 380 neštČpí 
18  520 380+90+50 40 700 500+150+50 
19  650 440+140+60 41 450 420+30 
20  650 310+210+40 42 450 420+30 
22  740 neštČpí 43 450 420+30 
















4.1.4.2 Restrikční endonukleáza HinfI 
Další pouţitou restrikční endonukleázou byla HinfI, která má rozpoznávací místo 
pro sekvenci 5´…GůNTC…3´ DNů. Obrázek 15 zobrazuje ukázku štČpení 
tímto enzymem pro vybrané druhy sbírkových kvasinek. ZjištČné velikosti fragmentĤ 
tímto enzymem jsou pĜehlednČ shrnuty v tabulce 8.  
Restrikční endonukleáza HinfI  štČpila rod Pichia v jednom štČpném místČ. Ostatní 
PCR produkty kvasinek byly štČpeny na tĜi aţ pČt fragmentĤ. Výjimkou je vzorek č. 2 




Obrázek 15: Ukázka elektroforeogramu restrikčních fragmentů získaných štěpením 
PCR produktu restrikční endonukleázou HinfI. S100 – délkový standard 100 bp, 




Tabulka 8: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 

















1  740 260+190+110+70+50  23 740 270+220+150+100 
2  740 250+190+110+80+70+40 24 740 290+190+120+80+60 
3  680 320+300 25 740 290+190+120+80+60 
4  680 310+310 26 740 290+190+120+80+60 
5  580 300+280 27 550 240+210+60+40 
6  580 300+280 28 540 230+180+70+60 
7  580 300+280 29 540 280 
8  580 300+280 30 630 370+260 
9  470 220+200+50 31 540 280+260 
10  470 220+200+50 32 540 320+180+40 
11  700 250+180+110+60 33 540 340+200 
12  600 290+50 34 540 340+200 
13  600 290+50 35 700 420+180+100 
14  600 290+50 36 680 350 
15  600 290+50 37 720 420+180+100 
16  500 270+230 38 380 210+170 
17  450 250+200 39 380 210+170 
18  520 210+160+150 40 700 390+70+50 
19  650 325+325 41 450 200+180+50+20 
20  650 325+325 42 450 190+140+60+40+20 
22  740 230+210+140+90+70 43 450 210+160+60+20 















4.1.4.3 Restrikční endonukleáza HhaI 
TĜetí restrikční endonukleáza byl pouţit enzym HhaI, který má rozpoznávací místo 
pro sekvenci 5´…GCGC…3´ DNů. Obrázek 16 zobrazuje ukázku štČpení enzymu 
HhaI pro vybrané druhy sbírkových kvasinek. ZjištČné velikosti fragmentĤ 
tímto enzymem jsou pĜehlednČ sepsané v tabulce 9.  
U rodĤ Pichia, Barnettozyma, Debaryomyces, Cryptoccocus, Yarrowia a Candida 
bylo nalezeno jedno štČpné místo, amplikon se rozštČpil na dva fragmenty. Rod 
Kluyveromyces se rozštČpil na tĜi fragmenty. Ostatní vzorky sbírkových kvasinek byly 




Obrázek 16: Ukázka elektroforeogramu restrikčních fragmentů získaných štěpením 
PCR produktu restrikční endonukleázou HhaI. S100 – délkový standard 100 bp, 







Tabulka 9: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 

















1  740 190 
 
23 740 290+190+160+80 
2  740 326+206+174 24 740 290+190+160+80 
3  680 360+320 25 740 290+190+160+80 
4  680 360+320 26 740 290+190+160+80 
5  580 320+260 27 550 260+210 
6  580 320+260 28 540 190+170+90 
7  580 320+260 29 540 290+250 
8  580 320+260 30 630 330+300 
9  470 240+230 31 540 290+250 
10  470 280+190 32 540 290+250 
11  700 320+200+180 33 540 290+250 
12  600 320+280 34 540 300+240 
13  600 320+280 35 700 340+300+60 
14  600 320+280 36 680 310 
15  600 320+280 37 720 360+320 
16  500 170+110+90+80+50 38 380 210+170 
17  450 160+100+50 39 380 210+170 
18  520 220+180+80+40 40 700 330 
19  650 340+310 41 450 240+210 
20  650 340+310 42 450 240+210 
22  740 270+190+160+80 43 450 240+210 







4.1.4.4 Restrikční endonukleáza TaqI 
Jako poslední restrikční endonukleáza byl pouţit enzym TaqI, který má 
rozpoznávací místo pro sekvenci 5´…TCGů…3´ DNA. Obrázek 17 zobrazuje ukázku 
štČpení enzymem TaqI pro vybrané druhy sbírkových kvasinek. ZjištČné velikosti 
fragmentĤ tímto enzymem jsou pĜehlednČ shrnuty v tabulce 10. 
U vzorku 19, 20 (Debaryomyces hanseii) byly nalezeny čtyĜi štČpná místa. Ostatní 
vzorky se vyznačovaly jedním aţ tĜemi štČpnými místy. U rodu Barnettozyma byl 
na elektroforeogramu zobrazen pouze jeden výrazný fragment, jedná se tedy nejspíše 




Obr. 17: Ukázka elektroforeogramu restrikčních fragmentů získaných štěpením PCR 
produktu restrikční endonukleázou TaqI. S100  – délkový standard 100 bp, S20  délkový 




Tabulka 10: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 

















1  740 500+20 
 
23 740 300+240+200 
2  740 300+250+190 24 740 300+240+200 
3  680 380+300 25 740 300+240+200 
4  680 380+300 26 740 200 
5  580 320+260 27 550 350+200 
6  580 320+260 28 540 320+170+50 
7  580 320+260 29 540 300+240 
8  580 320+260 30 630 400+230 
9  470 250+140+60+20 31 540 310+230 
10  470 300+150+20 32 540 380+160 
11  700 300+240+160 33 540 340+150+50 
12  600 310 34 540 330+210 
13  600 310 35 700 160 
14  600 310 36 680 340+280+60 
15  600 310 37 720 400+180+140 
16  500 220+130+40 38 380 260+120 
17  450 200+130+40+20 39 380 260+120 
18  520 250+90+40+20+20 40 700 300+240+120+50 
19  650 280+220+90+40+20 41 450 280+130+40 
20  650 320+290+40 42 450 280+130+40 
22  740 300+240+200 43 450 280+130+40 








4.1.5 Dendogramy sbírkových kvasinek 
 Všechny získané elektroforeogramy z jednotlivých restrikčních analýz byly upraveny 
a vloţeny na zpracování do statistického programu BioNumerics. Tento program 
na základČ UPGMů klastrové analýzy sestavil dendogramy podle kritéria Jaccardova 
koeficientu s tolerancí 5 %.  
 Cílem klastrové analýzy je porovnávat všechny data v souboru a hledat jejich 
vzájemnou shodnost a podobnost. Na tomto základČ jsou vytvoĜeny skupiny o shodných 
nebo podobných délkách bází po restrikční analýze. Výsledkem je seskupení 
jednotlivých mikroorganismĤ dle genetické podobnosti.  
 V rámci testování na základČ restrikční analýzy za pouţití restrikčních endonukleáz 
HaeIII, HinfI, HhaI a TaqI bylo moţno rozeznat mikroorganismy na rodové i druhové 
úrovni. 
 Pomocí vytvoĜených dendogramĤ byla porovnána genetická podobnost jednotlivých 
sbírkových kvasinek mezi sebou. Skupina sbírkových kvasinek byla podle genetické 
podobnosti rozdČlena do čtyĜ skupin. První skupinu tvoĜí rody Cryptococcus a Candida, 
konkrétnČ Candida oleophila a Candida biondinii. Druhá velká skupina je tvoĜena rody 
Barnettozyma, Pichia a Candida. TĜetí skupinu tvoĜí rody Kluyveromyces a Dekkera. 
Poslední skupinu tvoĜí rody Candida a Yarrowia. Candida lipolytica s Yarrowia 
lipolytica byly dĜíve povaţovány za jeden druh mikroorganismĤ, aţ od Ř0. let 20. století 
se tyto druhy odlišují. 
 Tyto výsledky byly uloţeny do databáze a poslouţí tak dalším studiím kvasinek 































































































Obr. 18: Dendrogram genetické podobnosti sbírkových kvasinek sestavený na základě 








4.2 Identifikace kvasinek izolovaných z bobulí vinné révy 
Cílem práce bylo identifikovat a taxonomicky zaĜadit kvasinky izolované z bobulí 
vinné révy odrĤdy Hibernal.  
4.2.1 Kultivace kvasinkových kultur 
 Vzorky bobulí vinné révy byly odebírány sterilnČ do sterilních sklenČných lahví 
o objemu 500 ml. Vzorky bobulí byly odebrány 24. ř. 2014 z vinice VinaĜství Maňák 
v Ţádovicích na jiţní MoravČ. Další den byly vzorky bobulí zpracovány následujícím 
zpĤsobem. Do Erlenmayerových banČk se sterilní sladinou o objemu 100 ml byly 
pĜidány jednotlivé bobule, asi 15  20 bobulí do kaţdé baňky. Takto pĜipravené smČsi 
byly kultivovány pĜi laboratorní teplotČ po dobu deseti dní. 
Po kultivaci bylo pipetováno 200 μl smČsi na sladinové ţivné médium s antibiotikem 
a kyselinou propionovou, po celé ploše média byla smČs rozetĜena sterilní hokejkou. 
Petriho misky se smČsnými kulturami byly kultivovány v termostatu pĜi teplotČ 26 °C 
po dobu nČkolika dní kvĤli dobrému namnoţení kvasinkových kultur. 
 Z namnoţených smČsných kultur byly získány čisté kultury kvasinek podle postupu, 
který je popsán v kapitole 3.3.1. Získané čisté kultury byly kontrolovány mikroskopicky 
pro vyloučení bakterií. 
4.2.2 Izolace kvasinkové DNA 
Izolace kvasinkové DNů byla provedena pomocí komerčního setu Ultra CleanTM 
Microbial DNA Isolation Kit. Tento postup byl zvolen za účelem snadné a rychlejší 
izolace vČtšího mnoţství vzorkĤ a z hlediska vyšší čistoty DNů. Koncentrace 
vyizolované DNů se pohybovala v rozmezí 2 – 50 ng·μl–1. Vyizolovaná DNů byla 
uchovávána pĜi teplotČ – 20 °C a následnČ pouţita k amplifikaci a restrikční analýze. 
4.2.3 ůmplifikace DNů pomocí PCR 
Izolovaná DNů z čistých kultur kvasinek byla amplifikována stejnČ jako sbírkové 
kvasinky popsané v kapitole 4.1.3. 
 Vyhodnocením byly získány fragmenty o délce 500 a ŘŘ0 bp. Délky jednotlivých 
fragmentĤ jsou shrnuty v tabulce 11. Obrázek 19 zobrazuje elektroforeogram PCR 





Tabulka 11: Velikost amplikonĤ oblastí 5,ŘS  ITS jednotlivých kvasinek izolovaných 







1  450 
2  450 
3  480 
4  470 
5  470 
7  880 
8  480 
9  450 
10  450 
11  450 
12  470 




Obr. 19: Elektrogram PCR produktů získaný amplifikací 5,8S  ITS oblastí sbírkových 
kvasinek. S100 – délkový standard 100 bp, čísla 1  13 jsou pracovní označení 
jednotlivých kvasinek, N – negativní kontrola. 
4.2.4 Restrikční analýza 
Naamplifikované úseky DNů byly pĜečištČny ethanolem kvĤli odstranČní 
pĜebytečných sloţek PCR smČsi a pro pĜesnČjší taxonomické zaĜazení podrobeny 
restrikční analýze. Pro tuto analýzu byly pouţity 4 stejné restrikční endonukleázy, 
které byly pouţity i pro sbírkové kvasinky, tj. HaeIII, HinfI, HhaI, TaqI. Postup 
restrikční analýzy je popsán v kapitole 3.3.6.  
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U kaţdé restrikční endonukleázy jsou v tabulce shrnuty délky restrikčních fragmentĤ 
jednotlivých kvasinek vyizolovaných z bobulí vinné révy. 
4.2.4.1 Restrikční endonukleáza HaeIII 
Jako první restrikční endonukleáza byl pouţit enzym HaeIII, který má rozpoznávací 
místo pro sekvenci 5´…GGCC…3´ DNů. ZjištČné velikosti fragmentĤ tímto 
enzymem jsou pĜehlednČ shrnuty v tabulce 12. Obrázek 20 zobrazuje elektroforeogram 
vyizolovaných kvasinek po štČpení tímto enzymem. 
Pomocí restrikční endonukleázy HaeIII byly vzorky rozdČleny do nČkolika skupin. 
Vzorky s pracovním označením č. 1, 2, ř se štČpily na dva fragmenty o délce 340 bp 
a 110 bp. Vzorky č. 4, 5, 12 se štČpily také na dva fragmenty o délkách 370 bp a 100 bp. 
Vzorky č. 3, 13 se pomocí této endonukleázy neštČpily. Ostatní vzorky mČly jedno 
aţ dvČ štČpná místa. Výjimku tvoĜí vzorek č. 7, který se rozštČpil na čtyĜi fragmenty. 
 
Tabulka 12: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 










1  450 340+110 
2  450 340+110 
3  480 neštČpí 
4  470 370+100 
5  470 370+100 
7  880 320+230+180+150 
8  480 380 
9  450 340+110 
10  450 310+140 
11  450 300+100+50 
12  470 370+100 








Obrázek 20: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných štěpením PCR 
produktu restrikční endonukleázou HaeIII. S100 – délkový standard 100 bp, 
S20  délkový standard 20 bp, P7 – pozitivní kontrola (PCR produkt vzorku 7), čísla 
1  13 jsou pracovní označení jednotlivých vyizolovaných kvasinek. 
 
4.2.4.2 Restrikční endonukleáza HinfI 
Jako další restrikční endonukleáza byla pouţita HinfI, která má rozpoznávací místo 
pro sekvenci 5´…GůNTC…3´ DNů. ZjištČné velikosti fragmentĤ tímto enzymem 
jsou pĜehlednČ sepsané v tabulce 13. Obrázek 21 zobrazuje elektroforeogram 
vyizolovaných kvasinek po štČpení tímto enzymem. 
Pomocí restrikční endonukleázy HinfI byly vzorky rozdČleny do nČkolika skupin. 
Velkou skupinu tvoĜí vzorky s pracovním označením č. 1, 2, ř, 10, 11, které se štČpily 
na dva fragmenty o délce 250 bp a 200 bp. Vzorky č. 4, 5, 12 se štČpily také na dva 
fragmenty o podobných délkách, a to 260 bp a 210 bp. Vzorky č. 3, 13 se pomocí této 
endonukleázy štČpily na fragmenty o délkách 250 bp a 230 bp. Vzorek č. 7 a č. Ř 
se rozštČpil také na dva fragmenty, kaţdý na jiném místČ. 
Tato endonukleáza štČpila všechny vzorky pouze v jednom místČ, mĤţeme tedy 
zhodnotit, ţe se jedná o ménČ specifickou endonukleázu. 




Tabulka 13: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 










1  450 250+200 
2  450 250+200 
3  480 250+230 
4  470 260+210 
5  470 260+210 
7  880 400+120 
8  480 270+210 
9  450 250+200 
10  450 250+200 
11  450 250+200 
12  470 260+210 





Obrázek 21: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných štěpením PCR 
produktu restrikční endonukleázou HinfI S100  – délkový standard 100 bp, S20 – délkový 
standard 20 bp, P7 – pozitivní kontrola (PCR produkt vzorku 7), čísla 1 – 13 jsou 
pracovní označení jednotlivých vyizolovaných kvasinek. 
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4.2.4.3 Restrikční endonukleáza HhaI 
TĜetí restrikční endonukleáza byla pouţita HhaI, která má rozpoznávací místo 
pro sekvenci 5´…GCGC…3´ DNů. ZjištČné velikosti fragmentĤ tímto enzymem 
jsou pĜehlednČ shrnuty v tabulce 14. Obrázek 22 zobrazuje elektroforeogram 
vyizolovaných kvasinek po štČpení tímto enzymem. 
Restrikční endonukleáza HhaI štČpila vzroky izolovaných kvasinek z bobulí ve dvou 
aţ tĜech štČpných místech. Vzorky č. 1, 2 štČpila na fragmenty o délkách 170 bp, 
100 bp, 80 bp a 70 bp. Vzorky č. 4, 5, 12 štČpila na velmi podobné fragmenty, 
jako pĜedchozí skupinu, a to na délky 170 bp, 100 bp, 70 bp a 60 bp.  TĜetí skupinu tvoĜí 
vzorky č. 3, 13, které se štČpily na fragmenty o délce 200 bp, 100 bp a 60 bp.  
Z tČchto výsledkĤ mĤţeme konstatovat, ţe tato endonukleáza nám poskytla 
specifičtČjší rozdČlené jednotlivých kvasinek, neţ restrikční endonukleáza HhaI.  
 
Tabulka 14: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 










1  450 170+100+80+70 
2  450 170+100+80+70 
3  480 200+100+60 
4  470 170+100+70+60 
5  470 170+100+70+60 
7  880 380+350+130+20 
8  480 170+100+70 
9  450 180+100+90+80 
10  450 140+100+90 
11  450 220+100+70+60 
12  470 170+100+70+60 






Obrázek 22: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných štěpením PCR 
produktu restrikční endonukleázou HhaI. S100 – délkový standard 100 bp, S20 – délkový 
standard 20 bp, P7 – pozitivní kontrola (PCR produkt vzorku 7), čísla 1 – 13 jsou 
pracovní označení jednotlivých vyizolovaných kvasinek. 
 
4.2.4.4 Restrikční endonukleáza TaqI 
Jako čtvrtá restrikční endonukleáza byla pouţita TaqI, která má rozpoznávací místo 
pro sekvenci 5´…TCGů…3´ DNů. ZjištČné velikosti fragmentĤ tímto enzymem jsou 
pĜehlednČ sepsané v tabulce 15. Obrázek 23 zobrazuje elektroforeogram vyizolovaných 
kvasinek po štČpení tímto enzymem. 
Restrikční endonukleázou TaqI byly vzorky rozdČleny do čtyĜ skupin vţdy po dvou 
vzorcích. Vzorky č. 1, 2 se štČpily na fragmenty o délce 230 bp, 160 bp a 60 bp. Vzorky 
č. 3, 13 se štČpily na dva fragmenty o délce 300 bp a 100 bp. Vzorky 4, 12 se štČpily 
na čtyĜi fragmenty o délkách 160 bp, 120 bp, Ř0 bp a 60 bp. Poslední skupinu tvoĜí 
vzorky č. 10, 11, které se štČpily na tĜi fragmenty o délkách 200 bp, 160 bp a 70 bp. 




Tabulka 15: Velikosti výsledných fragmentĤ získaných štČpením PCR produktu 










1  450 230+160+60 
2  450 230+160+60 
3  480 300+100 
4  470 160+120+80+60 
5  470 160+120+70+50 
7  880 340+300+150+90 
8  480 220+150+110 
9  450 240+160+50 
10  450 200+160+70 
11  450 200+160+70 
12  470 160+120+80+60 




Obrázek 23: Elektroforeogram restrikčních fragmentů získaných štěpením PCR 
produktu restrikční endonukleázou TaqI. S100 – délkový standard 100 bp, S20 – délkový 
standard 20 bp, P7 – pozitivní kontrola (PCR produkt vzorku 7), čísla 1 – 13 jsou 
pracovní označení jednotlivých vyizolovaných kvasinek. 
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4.2.5 Genetická podobnost kvasinek izolovaných z bobulí vinné révy 
 Všechny získané elektroforeogramy z jednotlivých restrikčních analýz byly upraveny 
a následnČ zpracovány pomocí statistického programu BioNumerics. Tento program 
na základČ UPGMů klastrové analýzy fragmentĤ DNů po restrikční analýze porovnal 
genetickou podobnost analyzovaných kvasinek do fylogenetického 
stromu  dendogramu, podle kritéria Jaccardova koeficientu s tolerancí 5 %. (viz 4.1.5)  
 V rámci testování na základČ restrikční analýzy za pouţití restrikčních endonukleáz 
HaeIII, HinfI, HhaI a TaqI byla rozeznána rodová úroveň jednotlivých vyizolovaných 
kvasinek. 
 Vyizolované kvasinky byly pomocí dendogramu seskupeny do nČkolika skupin. 
Vzorky 1, 2, ř mají 100%ní shodu se všemi restrikčními endonukleázami. PĜi porovnání 
se články, naší databází a dalšími studiemi mĤţeme určit, ţe se pravdČpodobnČ jedná 
o druh Pichia fermentans. Vzorky 4, 5 a 12 jsou také shodné a pravdČpodobnČ se jedná 
o druhy Pichia kluyveri. K rodu Pichia se Ĝadí i vzorky 11 a 10. U vzorku č. 11 
se pravdČpodobnČ jedná o druh Pichia membranaefaciens.  Vzorky 3, 13 a Ř patĜí 
nejspíše k rodu Candida, konkrétnČji druhĤm Candida diversa Ěč. Řě a Candida vini 
Ěč. 3, 13). Jediný vzorek č. 7 není zaĜazen v ţádné skupinČ a podle porovnání 
s ostatními studiemi mĤţeme pĜepokládat, ţe se jedná o druh Saccharomyces cerevisiae. 
Tato vyizolovaná kvasinka byla jiţ otestována ve VinaĜství ŠtČpán Maňák Ěviz obrázek 





































Obr. 24: Dendrogram genetické podobnosti vyizolovaných kvasinek sestavený na 












 První část teorie této diplomové práce se zabývá vínem, jeho výrobou, 
biochemickými procesy probíhajícími pĜi zpracování vinné révy a popsáním 
analyzované odrĤdy bílého vína Hibernal. Dále se teoretická část zabývá kvasinkami, 
jejich popisem, moţnostmi identifikace a detailnČ jsou zde popsány rody kvasinek 
dĤleţité pĜi výrobČ vína. KonkrétnČ jsou popsány rody Pichia, Saccharomyces, 
Kluyveromyces, Candida a Cryptococcus. V závČru teoretické části jsou popsány 
principy pouţitých metod pro identifikaci kvasinek, zejména metoda PCR  RFLP 
a PCR. 
 V práci bylo pouţito 43 sbírkových kvasinek, kvasinky vyizolované z bobulí odrĤdy 
bílého vína Hibernal pocházející z VinaĜství ŠtČpán Maňák za Ţádovic. SbČr hroznĤ 
pro následnou izolaci komerčním setem probČhl v záĜí roku 2014. K amplifikaci byla 
zvolena oblast 5,8S-ITS rDNů za pouţití primerĤ ITS1 a ITS4. Po pĜečištČní PCR 
produktĤ byly amplikony podorbeny restrikční analýze. K této analýze byly pouţity 
restrikční endonukleázy HaeIII, HinfI, HhaI a TaqI. 
 Byla zjištČna 100%ní shoda druhu Pichia janidii se všemi restrikčními 
endonukleázami. Výsledky DNů analýzy sbírkových kvasinek byly uloţeny 
do databáze a poslouţí tak dalším studiím kvasinek na naší fakultČ. 
 Vyizolované kvasinky byly na základČ DNů podobnosti pomocí klastrové analýzy 
seskupeny do nČkolika skupin.  
 Jednu velkou skupinu tvoĜí rod Pichia  porovnáním délek restrikčních fragmentĤ 
s naší databází a literárními zdroji bylo moţné je zaĜadit i druhovČ jako Pichia 
fermentans Ěč. 1, 2, řě, Pichia kluyveri Ěč. 4, 5, 12ě a Pichia membranaefaciens Ěč. 11ě.  
Další skupinu tvoĜí kvasinky rodu Candida, konkrétnČji druhy Candida diversa Ěč. Řě 
a Candida vini Ěč. 3, 13ě. Samostatnou skupinu tvoĜil vzorek č. 7, který byl zaĜazen 
do druhu Saccharomyces cerevisiae. Tato vyizolovaná kvasinka byla jiţ testována 
ve VinaĜství ŠtČpán Maňák 
 Celkem bylo z bobulí vinné révy vyizolováno ř kvasinek zaĜazených do tĜí rodĤ. 
Nízkou biodiverzitu kvasinek pĜítomných na bobulích vinné révy je moţné pĜičíst velmi 
špatným klimatickým podmínkám loňského léta, kdy bylo nutné stálé chemické 
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 8 SEZNůM POUŢITÝCH ZKRůTEK ů SYMBOLģ 
 
DNA    deoxyribonukleová kyselina 
RNA    ribonukleová kyselina 
PCR    polymerázová ĜetČzová reakce 
A      adenin 
C      cytosin 
G      guanin 
T      thymin 
dNTP    deoxynukleotidtrifosfát 
EDTA    ethylendiamintetraoctová kyselina 
TBE    Trisborát EDTů pufr 
EtBr    Ethidium bromid 
bp     počet párĤ bází 
V      Volt, jednotka napČtí 
RF     velikost restrikčního fragmentu 
UV     ultrafialové záĜení 



























(CCY) druh pĤvod 
1 013-003-001 Kluyveromyces lactis Francie 
2 013-004-002 Kluyveromyces lactis sladkovodní jezero, Slovensko 
3 026-015-003 Candida sake Pernek 
4 029-021-002 Candida tenuis CBS, Nizozemí 
5 029-038-018 Pichia jadinii IFO, Japonsko 
6 029-038-021 Pichia jadinii Argentina 
7 029-038-022 Pichia jadinii NCYC 168 
8 029-038-079 Pichia jadinii kvasinky z krmiv, Česká 
Republika 
9 029-043-002 Candida sake Ĝeka Morava, Slovensko 
10 029-091-001 Candida pararugosa Type lidské výkaly, Japonsko 
11 031-005-002 Dekkera bruxelensis šumivé víno mossela 
12 038-006-005 Barnettozyma californica aktivovaný kal, Polsko 
13 038-006-008 Barnettozyma californica Ĝeka Danube, Slovensko 
14 038-006-009 Barnettozyma californica Ĝeka Morava, Slovensko 
15 038-006-010 Williopsis californica kvČty hrušnČ Pyrus communis, 
Slovensko 
16 039-001-005 Pichia membranifaciens neznámý 
17 039-004-002 Pichia fermentans podmáslí, Nizozemí 
18 039-027-001 Issatchenkia occidentalis Japonsko 
19 041-006-009 Debaryomyces hansenii bavlnČná semínka 
20 041-006-012 Debaryomyces hansenii list oĜechu, Severní Korea 
22 050-002-002 Kluyveromyces marxianus Ĝízky cukrové Ĝepy, Slovensko 
23 050-002-004 Kluyveromyces marxianus Ĝízky cukrové Ĝepy, Slovensko 
24 051-001-003 Kluyveromyces marxianus zuby 
25 051-001-010 Kluyveromyces marxianus cukrovar, Slovensko 
26 051-001-011 Kluyveromyces marxianus cukrovar, Slovensko 
27 017-003-002 Cryptococcus laurentii palmwine, Kongo 
28 017-003-005 Cryptococcus flavus list hrušnČ, Švýcarsko 
29 017-003-013 Cryptococcus carnescens Ĝeka Danube, Slovakia 
30 017-003-018 Cryptococcus saitoi/friedmanii Ĝeka Morava, Slovakia 
31 017-003-026 Cryptococcus tephrensis louka 
32 017-003-029 Cryptococcus flavescens listy kukuĜice 
33 2L3 Pernek Cryptococcus sp. Phragmites australis, leaves 
34 012-001-010 Bulleromyces albus plody švestky, Slovensko 





36 029-175-003 Candida oleophila plody hrušnČ 
37 029-037-015 Candida boidinii kvČty jablonČ 
38 029-026-033 Yarrowia lipolytica  zpracovávaná kukuĜice 
39 029-026-005 Yarrowia lipolytica olivy, Itálie 
40 029-023-018 Candida solani listy Cirsium arvense 
41 029-012-008 Candida intermedia kontaminovaný sýr typu 
camembert 
42 029-012-007 Candida intermedia kontaminovaný sýr typu 
camembert 
43 029-012-006 Candida intermedia kontaminovaný sýr typu 
camembert 




PĜíloha 2: Restrikční analýzy sbírkových kvasinek souhrn 
pracovní 
označení druh PCR HaeIII HinfI HhaI TaqI 
1 Kluyveromyces lactis 740 530+50 260+190+110+70+50 190 500+20 
2 Kluyveromyces lactis 740 530+50 250+190+110+80+70+40 326+206+174 300+250+190 
3 Candida sake 680 500+140+40 320+300 360+320 380+300 
4 Candida tenuis 680 420+130+80+50 310+310 360+320 380+300 
5 Pichia jadinii 580 400+140+40 300+280 320+260 320+260 
6 Pichia jadinii 580 400+140+40 300+280 320+260 320+260 
7 Pichia jadinii 580 400+140+40 300+280 320+260 320+260 
8 Pichia jadinii 580 400+140+40 300+280 320+260 320+260 
9 Candida sake 470 420+50 220+200+50 240+230 250+140+60+20 
10 Candida pararugosa Type 470 neštČpí 220+200+50 280+190 300+150+20 
11 Dekkera bruxelensis 700 neštČpí 250+180+110+60 320+200+180 300+240+160 
12 Barnettozyma californica 600 560+40 290+50 320+280 310 
13 Barnettozyma californica 600 560+40 290+50 320+280 310 
14 Barnettozyma californica 600 560+40 290+50 320+280 310 
15 Williopsis californica 600 neštČpí 290+50 320+280 310 
16 Pichia membranifaciens 500 340 270+230 170+110+90+80+50 220+130+40 
17 Pichia fermentans 450 340+80+30 250+200 160+100+50 200+130+40+20 
18 Issatchenkia occidentalis 520 380+90+50 210+160+150 220+180+80+40 250+90+40+20+20 
19 Debaryomyces hansenii 650 440+140+60 325+325 340+310 280+220+90+40+20 
20 Debaryomyces hansenii 650 310+210+40 325+325 340+310 320+290+40 
22 Kluyveromyces marxianus 740 neštČpí 230+210+140+90+70 270+190+160+80 300+240+200 
23 Kluyveromyces marxianus 740 450+180+80 270+220+150+100 290+190+160+80 300+240+200 
24 Kluyveromyces marxianus 740 690+50 290+190+120+80+60 290+190+160+80 300+240+200 
25 Kluyveromyces marxianus 740 690+50 290+190+120+80+60 290+190+160+80 300+240+200 




označení druh PCR HaeIII HinfI HhaI TaqI 
27 Cryptococcus laurentii 550 neštČpí 250+220+80 260+210 350+200 
28 Cryptococcus flavus 540 neštČpí 230+180+70+60 190+170+90 320+170+50 
29 Cryptococcus carnescens 540 neštČpí 280 290+250 300+240 
30 Cryptococcus saitoi/friedmanii 630 neštČpí 370+260 330+300 400+230 
31 Cryptococcus tephrensis 540 450+90 280+260 290+250 310+230 
32 Cryptococcus flavescens 540 neštČpí 320+180+40 290+250 380+160 
33 Cryptococcus sp. 540 neštČpí 340+200 290+250 340+150+50 
34 Bulleromyces albus 540 neštČpí 340+200 300+240 330+210 
35 Candida boidinii ( olivarum) 700 neštČpí 420+180+100 340+300+60 160 
36 Candida oleophila 680 neštČpí 350 310 340+280+60 
37 Candida boidinii 720 neštČpí 420+180+100 360+320 400+180+140 
38 Yarrowia lipolytica 380 neštČpí 210+170 210+170 260+120 
39 Yarrowia lipolytica 380 neštČpí 210+170 210+170 260+120 
40 Candida solani 700 500+150+50 390+70+50 330 300+240+120+50 
41 Candida intermedia 450 420+30 200+180+50+20 240+210 280+130+40 
42 Candida intermedia 450 420+30 190+140+60+40+20 240+210 280+130+40 
43 Candida intermedia 450 420+30 210+160+60+20 240+210 280+130+40 




PĜíloha 3: Izolované kvasinky z vinice  
 Vyfocené kvasinky byly kultivovány na tuhém sladinovém agaru. Výjimkou 
je obrázek č. 37, na nČmţ je kvasinka kultivovaná v tekutém glukózovém médiu 
(2% glukóza a 0,1% kvasniční autolyzátě. Tato kvasinka byla v tomto médiu pĜipravena 




Obr. 25: Vzorek č. 1 (Pichia fermentans) 
 
 























Obr. 31: Vzorek č. ř ĚPichia fermentans) 
 
 




















Obr. 37: Vzorek č. 7 ĚSaccharomyces cerevisiae) na glukózovém médiu 
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PĜíloha 4: Kvašení pomocí vyizolované kvasinky Saccharomyces cerevisiae 
 
 
